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RESUMO 
Objetivou-se~ com o presente trabalho, 
sist-emát-ica de preparação de inóculo celular 
adequada, estudar a influência das condições de 
desenvolver urna 
de concentracão 
preparação de um 
biocatalisador no comportament-o do processo de oxidação do etanol 
a ácido acético e tes'lar o seu desempe-nho na f'ermentação contínua. 
Dentro deste contexto, realizou-se experiment-os envolvendo 
células do gênero Acetobacter li"vTeS e imobilizadas em géis 
hidrorilicos h base de k-carragena, algina"lo de sódio e pec"lina 
cítr-ica. Os exper i ment.os f'or am conduzi das em f' r ascos agi ta dos e em 
biorrea"lor de leit-o 1luidizado "lrirásico não convencional, de 
geometria cilíndrico-cônica. 
A es"lru"lura porosa dos suport-es 1oi caract-erizada at-ravés da 
permeabilidade de leit-os const-it-uídos por part-ículas de gel. 
Concluiu-se que "lan"lo a nat-ureza como a preparação da rr~"lriz 
do suport-e são mui "lo i mpor"lan"les na a "li vi da de e desempenho do 
bi oca t-al i sador. As variáveis envolvi das na i mobi 1 i zação i n1 1 uem 
conjuntament-e no sucesso da Íerment.ação acética, através de 
fatores físicos, químicos e biológicos. Um compromisso en~re elas 
result-ará na ot-imização do bioca"lalisador, cujas condições devem 
ser selecionadas em r unção da bac"lér i a C mui "lo pequena e pouco 
resist-ent-e à salinidade), aeração Cmui"lo int-ensa), produt-o Cmui"lo 
ácido) e subst-rat-o volát-il Ce"lanol). 
Os experiment-os em biorrea"lor 
est-abilidade do bioca"lalisador e a 
demonst-raram 
necessidade do 
uma boa 
con"lrol e 
ericien"le da evaporação do e"lanol, devido aos elevados níveis de 
aeração do processo. 
i i 
ABSTRACT 
In t.hi s wor k , t.he effect.s o f bi oca t-al yst.s preparat.ion 
condi t-i ons on lhe behavi or o f ethanol oxida ti on process to aceli c 
acid were st.udied and a cellular- ínoculum pr-eparation method was 
developed. 
E:A.--periments involving free and immobilized Acetobacter cells 
in hydrophilic gels containing k-carrageenan, sodium algina"le or 
citr-ic pectin on their composition were car-:ried out in shaking 
flasks and in a non-conventional three-phase fluidized bed 
react.or. 
The porous st.ruct.ure of gel s was eval uated by t.he 
permeabilit.y of beds composed of gel part.icles. 
The kind of support. and t.he mat.rix preparation conditions 
affect. the biocat.alyst. act.ivit.y and stabilit.y. Due to physical, 
chemical and biological 
immobilization process 
acet.ic ferment.at.ion. 
fact.ors, t.he variables involved 
si mul t.aneo usl y affect. t.he success 
in 
o f 
Lhe 
the 
The choice of t.he immobilizat.ion condit.ions should take int.o 
account. t.he bacteria C being t.oo small and having low salinit.y 
resist.ance ), the aerat.ion demanded C t.oo large ), Lhe reaction 
product. C too acid ) and the volat.ile substrat.e C ethanol ). 
The test.s carried out. on the bioreact.or showed a good 
mechanical st.ability of biocat.alyst and need of an ethanol 
evaporation efficient control, dueto high aeration levels in the 
syst.em. 
NOMENCLATURA 
A área da seção transversal do leito 
B const.ant..e 
C constanle 
concentração inicial de et.anol no m&io de cult.ura, 
Con - concentração de oxigênio dissolvidof 
D constante 
dp - diâmelro da parlícula de gel 
E - conslanle 
F const-ante 
G constanle 
H conslanle 
I conslante 
J constant..e 
k permeabilidade do leito 
-3 Ckmol * m ) 
C mol/l) 
k - coeficienle volumélrico de transferência de oxigênio 
La 
L - comprimento do leito 
M massa ae ácido acético formada por lilro de meio de cultura, 
p 
Cg/l) 
m massa de ácido acético produzida durante a fermentação, Cg) 
p 
NA número de moles de ácido acético 
NA número de moles iniciais de ácido acético 
o 
NA número de moles produzidos de ácido acético 
p 
NE - número de moles de etanol 
NE - número de moles iniciais de etanol 
o 
n - número total de células 
X 
P - concentração de ácido acético, Cg/1) 
PMP - peso molecular do ácido acético 
Po - concentração inicial de ácido acético, Cg/l) 
q - vazão de escoamento do f'luído 
Qo - taxa de respiração especí~ica, 
2 
Tamb - temperatura ambiente 
Te t.emperat.ura de extrusão, CcC) 
Tg temperatura de gelificação, (°C) 
tg tempo de gelificação 
-.t -:1 Ckmol*kg células secas*S ) 
i v 
\l:r.-n- volume de meio de cullurat Cl) 
X - concentração celular, Cg/l) 
x .fração convert.ida de etanol 
E 
Y - rendimento global de ácido acético, Cg de ác. acético/ufc) 
P/X 
Letras Gregas 
a - const..ante 
h.G0 - energia livre de Gibbs em um estado de referência, CkJ/mol) 
bP queda de pressão 
.t:s fração do volume do total do reator ocupado pelas partículas 
1-l- taxa de crescimento específico, Ch-1 J 
taxa 
acé"Lico 
específica de 
-· * mg células 
produção de 
secas * h -1. ) 
ácido 
p - taxa de formação de produto específica, 
-J. -1 g células * h ) 
& - viscosidade do fluido 
acét..ico. c g ác. 
C g ác. acético * 
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CapituLo t 
CAPÍTULO 1 
INTRODUCÃO 
Desde os pr i mórdí os à a Hi s'lór i a. o Homem t-em utilizado 
diver·sos materiais como catalísadores de muitas reações. O emprego 
processos ca'lalít.-icos homogêneos ou heterogêneos. 
possi bi 1 i t-ando rot.as cinéticas mais vantajosas que as térmicas, 
permite operações industriais rrtais rápidas, mais seletivas e mais 
econômicas. 
As-sim, o estudo cjos catalisadores e de seu mecanismo de ação. 
bem como da cinética das reações cataliticas e do projeto de 
reat-ores específicos. é fundamental para o desenvolvimento 
tecnológico da indústria química. 
Tendo em vista estes aspectos. pode-se observar que uma das 
not-áveis características da mat.éria viva é a sua capacidade no 
controle e~icient.e da cinética das reações que ocorrem no interior 
de suas células. Este controle eficiente e preciso é devido à ação 
catalftica de algumas proteínas denominadas enzimas. 
Desta forma, o emprego de microrganismos como 
biocatalisadores para a obtenção de determinadas substâncias é 
bastante visado, uma vez que estes seres têm grande poder de 
multiplicação e são adaptáveis a variadas situações nutricionais, 
modificando seu metabolismo de acordo com o suprimento ou a 
car&ncia de nutrientes no m<>io, o que permite uma ampla 
flexibilidade em sua utilização. 
Com o objetivo de se reunir as vantagens do emprego de 
facilidade de separação dos células como biocatalisadores, e a 
catalisadores inorgánicos uLilizados em reações heterogêneasJ 
tem-se estudado meios de se dispor tais micror-ganismos em uma 
forma insolúvel 
sólido. Desta 
ao substrato, ou sejat 
mane~ra, pode-se obter 
imobilizados em um suporte 
catalisadores de elevada 
especificidade ao substrato e que, ao final do processo reativo, 
podem ser facilmente separados do produto, simplificando as etapas 
de purificação, com conseqUentes vantagens econômicas. 
O ácido acético é de grande importância como insumo na 
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indúslria química. sendo utilizado na fabricação de vários 
produtos de interese comercial t tais como o acetato de vinila~ 
acetato de celulose, anidrido acético, anidrido tereftálico, 
dimeliltereflalato, acetato de amônio e outros, Dele provêm os 
i nt-ermedi ár i os para a fabricação de plást-icos, deter-gentest 
tintas, borrachas, solventes, ri bras t&xleis e produtos 
f ar macéuti c os. Além disto, o ácido acético tem importantes 
aplicações na indústria alimentícia, como acidulante, e na 
conservação de alimentos. 
A produção de ácido acético a partir de etanol pode ser feita 
por via química ou bioquímica. No primeiro caso, os processos são 
catalíticos e podem ser conduzidos em rase líquida ou vapor, sendo 
que na f as e 1 í qui da estão envolvi das duas etapas básicas, a 
produção de acetaldeído e sua posterior oxidação a ácido acético. 
Se conduzida em rase vapor, a produção de ácido acéti co emprega 
catalisadores de caráter altamente oxidante, como platina e 
paládio, além de temperaturas superiores a 15o•c e, apesar das 
elevadas conversões obtidas por passe no reator, há desvantagens 
como perdas por oxidação total, presenca de acetaldeido e acetato 
de etila como subprodutos, além do elevado custo dos materiais 
catalí ti c os [ 1 J, 
A rota bioquímica, em comparação com a química. orerece 
condições de operação bem mais brandas, como temperaturas em torno 
de 3o·c, além da rota direta e da elevada seletividade da reação, 
embora os níveis de conversão de etanol por passe no reator sejam 
mais baixos e exista a nêcêssidade de separação do ácido acéLico 
do meio de rermentação, 
Os processos de produção de ácido acéLico a partir de 
liquides alcoólicos, por via bioquimica, são conhecidos há cerca 
de dez mil anos. Romanos e gregos produziam vinagre a partir de 
vinho eo<poslo ao ar. Alé a Idade Média, o vinagre era produzido 
apenas para consumo local~ passando ent.ão a ser manuf'at.urado 
industrialmente em dornas horizontais abertas. Tais processos eram 
lentos e caracterizavam-se pelo desenvolvimento de um filme 
bacteriano, que rlutuava na super.Ifcie do vinho, No século XIX, 
foram desenvolvidas .Iermentações mais rápidas. Em 1923, 
destacou-se o processo que utilizava os chamados geradores. Em 
Capítulo 1 Introdução - 3 
1949. sur·gir·am os pr-ocessos submersos~ aperfeiçoados pela 
companhia alemã de H. Frings que. assim como aqueles envolvendo os 
antigos gerador-es, são utilizados at.é os dias de hoje, devido ao 
sabor do produ~o final l2l. 
Duran~e 
bi orreatores 
os últimos anos. 
cont-endo células 
as vant.agens da utilização de 
i mobi 1 i zadas viáveis têm si do 
reconhecidas. originando uma vas~a gama de publicações. Diferen~es 
técnicas têm sido empregadas para a imobilização celular e o uso 
de polissacarídeos para o envol vimen~o de micror·ganismos em géis 
hidrofilicos, como o k-carragena, o alginato de sódio e a pectina 
cí~rica, é bastante atrativo. devido à simplicidade e rapidez do 
mé~odo, bem como ao baixo custo dos reagentes de imobilização, 
favorecendo sua aplicação em larga escala. Em particular para o 
ácido acético, ainda são poucos os trabalhos com células 
imobilizadas, os quais tratam da verificação da influência de 
variáveis operacionais em processos contínuos e de estudos de 
transferência e demanda de oxigênio pelas células imobilizadas. 
Este trabalho insere-se em uma linha de pesquisa voltada para 
o estudo da produção de ácido acético a partir de etanol, por 
processos :fermentativos, utilizando células do gênero Acetobacter. 
Nes~e con~exto, o obje~ivo geral deste ~rabalho é estudar a 
influência de variáveis envolvidas na preparação do biocatalisador 
na produção de ácido acético, e verificar o seu desempenho na 
:fermentação contínua. O ~rabalho envolveu a realização de 
experimen~os com células do gênero Acetobacter nas :forrr~s livre e 
imobilizada em géis hidro:fílicos. 
Inicialmen~e. foi desenvolvida e padronizada uma me~odologia 
para a preparação de inóculo a~ivo de elevada densidade celular, 
que se mos~rou :fundamental para a imobilização de células viáveis 
e para a reprodutibilidade dos resultados. 
células 
acética 
Nos experimentos com 
compor~amen~o da fermen~ação 
linhagens de microrganismos, entre .as 
cinéticas. melhores características 
livres, verificou-se o 
em ba~elada com quatro 
quais selecionou-se a de 
Para esta linhagem, 
determinou-se os efeitos inibidores do etanol e do ácido acético, 
estabelecendo-se concentrações adequadas des~es compostos no meio 
de cultura. Em etapas posteriores, :foram realizados experimentos 
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para veriricar os efei~os do cloreto da potássio e do cloreto de 
cálcio. utilizados como agentes gelificanLes na imobilização das 
células. 
Nos 
suportes 
experimentos com células 
à base de k-carragena. 
imobilizadas~ loram utili.zados 
alginato de sódio e pectina 
cítrica t com duas condi cões de concentração inicial de células e 
meio de gelificação. Os melhores resultados foram obtidos com o 
gel de carragena, com o qual es~udou-se a influência do tempo de 
geliricação e das concen~rações de gelificante e da polímero na 
matriz do gel. A estrutura porosa dos suportes foi caracterizada 
através da permeabilidade de leitos de géis, ob~ida a~ravês do 
acompanhamento da variação da queda de pressão ao longo do tempo, 
durante o escoamento de uma solução aquosa de sacarose a 1,5 %. 
Para a realização dos experimen~os em biorreator, foi mon~ada 
uma instalação em escala de bancada. As fermen~ações foram 
conduzidas em ba~elada e em con~ínuo, com células livres e 
imobilizadas, verificando-se o desempenho do bioca~alisador quan~o 
à conversão do e~anol e à estabilidade no processo. 
A metodologia u~i li zada e os resul ~ados ob~idos são 
apresen~ados nos capítulos subseqUentes. 
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CAPÍTULO 2 
REVISÃO DA LITERATURA 
Ao longo dos últimos anos, mui tas pesqui s.as têm si do 
desenvolvidas visando ao E":sludo da pr·odução das mais variadas 
substâncias através da utilização de microrganismos imobilizados 
em inúmeros suportes. Entre os trabalhos publicados. selecionou-se 
alguns de forma que se pudesse abordar os seguintes t6picas i) 
aspectos microbiológicos e bioquímicos da fermentação acélica; ii) 
conceitos básicos sobre células i mobi 1 i zadas; iiD fatores 
passíveis de inrluenciar o comportamento de sistemas que empregam 
células acéticas imobilizadas em ç,éis hidrofílicos; iv) reatores 
para células imobilizadas. 
2. 1. Aspectos Mi crobi al ógi c os ~ Bi oguí micos 
Acé"lica 
das Fermentação 
2.1.1. c~neralidades sobre as bac"lérias acé"licas 
A "lransformacão do e"lanol a ácido 
bactérias roi inicialmen"le verificada por 
ent.ão denominada ":fermentação acét.i c a ... 
característica destes microrganismos [3). 
acé"lico através de 
Loui s Pas"leur, sendo 
e considerada como 
Embora existam mui"las bac"lérias produtoras de ácido acé"lico, 
apenas as pertencentes ao grupo designada de "bactérias acét.icas" 
são empregadas comercialmente. 
Segundo diver-sos autores (2, 3t 4J. as bact-érias acéticas 
podem ser classificadas nos gêneros GL-uconobacter e Acetobacter, 
sendo que o primeir·o grupo oxida o etanol somente a .ácido acét..ico, 
e c :::::-gundo é capaz de, inicialmen"le, oxidar o e"lanol a ácido 
acético e. posteriormente, em determinadas condições. pode oxidar 
o ácido acé"lico a dióxido de carbono e água. 
Esles microrganismos são polimorfos, podendo ler forma de 
bas"lões ou elípses, de dimensões variando de 0,6 a 0,8 ~m por 1,0 
a 4,0 ~m. no caso de células de Acetobacter, e de 0,5 a 0,8 ~m por 
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no caso de Gluconobacter~ sendo bastante ou 
leve-mente curvos. Podem ocor-r-er i sol ad.amenLe. em pares ou em 
cadeias. Têm mot.ilidade ou não, sendo que os membros do gênero 
G L·uconobac te r podem ou não poss-ui r f 1 agel os polares-, enquant~o que 
os do gênero Acetobacter podem possuir flagelos perílrícos. Est.es 
microrganismos são Gram-negat.ívos ou Gram-variáveis~ est.ritamente 
aeróbicos e t.oleranLes a ácidos [4J. 
Segundo Crueger e Cr-ueger [ 2] • as linhagens empregadas 
comercialmente na produção de ácido acético per-tencem às espéci E.oS 
A. ac&t i, A. pas.·teurianu.s. A. pe:r-oxida:rLS e G. oxydans·, além de 
suas subespécies, sendo que~ durante o processo ferment.at.ivo. é 
comum o desenvolvimento de culturas mi si-as. particular ment-e no 
caso de processos àe superfície. 
2.1.2. A biossínlese do ácido acético 
A síntese do ácido acético ocorre devido à oxidação 
i ncompl ela do elanol conli do em soluções aquosas di 1 uí das, em 
presença de oxigênio, de acordo com a equação básica que se segue 
[ 4' 5). 
C H OH + O CH COOH + H O C .6.G0 = - 455 KJ/mol ) (1) 
2 !5 2 3 2 
Esta reação ocorre em duas etapas. No primeiro passo,. o 
elanol transformado em acelal deí do através da enzima 
álcool-desidrogenase, ligada ao NAD C ni coti nami da adenina 
dinucleotídeo) 
fosfori 1 ado). 
ou ao NADP C ni coti narrei da adeni na di nucl eolí deo 
Tanto o NAD quanto o NADP agem como aceplores 
intermediários de hidrogênio, sendo f'ormados durante o pr·ocesso de 
respiração. o que torna indispensável a viabilidade celular 
durante o processo Iermentativo. O acetaldeido f'ormado é~ então. 
hidratado e sof're uma nova. oxidação, pela ação da enzima 
acelal dei do-desi drogenase .1 i gada ao NADP, que leva à formação do 
ácido acéti co. 
Figura 1. 
Este mecanismo pode ser melhor visualizado na 
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NADC 
2 * 3 ATP + 
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H O 
2 
Respiração \-~~-~ 
H O 
"2 
NADP NADPH 
"' ~ 2 ~ j 
CH CH OH 
3 2 
--------~· CH COH CH CHCOH)------~------~ CH COOH 
3 3 3 2 
Et.anol Acet.al deí do Hi dr-at.o de Ácido 
Acetaldeído Acét.i co 
Figura 1 -Mecanismo da oxidação do et.anol a ácido acét.ico [2) . 
.Assim~ durant..e a :ferment-ação acética~ uma out..r.a font..e de 
carbono. além do et..anol, é t..ambém oxidada, nor-malmente a glicoset 
e os produt..os desta oxidação são energia. di6xido de carbono e 
água [6). 
Ebner e Follmann [6) observaram que a oxidação do et.anol a 
ácido acét.ico não é int.eirament.e dependent-e da mult-iplicação 
celular e que, mesmo depois de cessado o crescimento microbiano, 
após se alcançar elevadas concentrações de ácido acético no meio 
rerment.at.ivo, as células são ainda capazes de promover est.a 
oxidação por um cert.o período de t.empo, ao rinal do qual ocorre a 
morte acelerada dos microrganismos e o término do processo 
oxidat.ivo. Os aut-ores sugerem t-ambém que a rormação do ácido 
acét.ico segue a cinética do cresciment-o celular at.é concent-rações 
deste ácido no meio rerment.at.ivo de cerca de 30 g/1, enquanto que 
o modelo de c i nét.i c a mi st.a é aplicável na r ai xa de 30 a 70 g/l , 
onde sua rormação depende t.ant.o da taxa de cr-esciment-o microbiano 
como da concentração moment..ânea de células. 
Diversos modelos mat.emát.icos têm sido propost-os para 
descrever o cresci ment.o celular e a produção de ácido acét.i co 
durante o processo ferment..ativo. 
Mori e Terui [7) avaliaram a cinética da produção acética, 
empregando células de Acetobacter rancens, em cult.ura submersa, e 
sugerem a seguint.e expressão para o ajust-e dos dados 
eÀ~erimentais, sob a influência da inibição pelo produt-o : 
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C2) 
1 + B C Po + C X + D X 2 ) 2 
onde : 
~ - ~axa de crescimento especifico, Ch- 1 ). 
a, B, C e D 
unidade. 
const-ant-es do sistema, de valores maior-es que a 
Po- concenlração inicial de áci.do acét-ico. Cg/1). 
X - concentraçã.o celular~ C g..-"1). 
Os mesmos autores sugerem que o efei lo da concentração do 
ácido acét-ico sobre a taxa àe cr-esciment-o específico obedece a 
seguint-e r-elação : 
1 
= F + G P2 (3) 
onde : 
.F e G - constant-es do si st..ema t de -,~al ores maior-es que a unidade. 
P concentração de ácido acético, Cg/1). 
Estes pesquisadores observaram também que graficando-se dados 
de taxa de crescimênto êspecí:fico contra taxa de :formação de 
produto especí :f i c a, C p) , obtém-se curvas par ab6l i c as , as quais 
podem ser descritas pela seguinte equação. independente da 
ocorrência de inibição pelo substrato 
(4) 
onde H e J são constantes do sistema, maiores que a unidade. 
Sun e Furusaki [9J observaram que a reação catalisada por 
células livres de Acetobacter aceti obedece à cinética de 
Michaelis-Menten para reações com um único substrato e, baseados 
na relação estequiométrica existente entre a produção do ácido 
acét-ico e o consumo de oxigênio, os autores sugerem a seguinLe 
equaçãot para concentrações de ácido acético me~ores que 23 g/l 
onde : 
Qo 
2 
Co o 
Qo = 
2 
0,026 Coo 
0,0176 + Coo 
-J, -;1_ 
taxa de respiração especí:fica, Ckmol*kg cel.seca *s ). 
-a 
concentração de oxigênio dissolvido, Ckmol*m ). 
(5) 
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Além di st.o, sugerem também que a relação entr·e a t-axa de 
crescimen-to específico e a concentração de subsLra'lo pode ser 
expressa na forma àe Monod. para concentrações de ácido acét-ico 
menores que 14 g/1. 
0,424 CoD 
f-1 = C6) 
0,0337 + CoD 
Para concentrações de ácido acético super·ior-es a este valor·t 
os autores propõe·m a seguinte equação : 
0,424 Con 1 
(7) [ 0,0337 + Con ] [ 1 + 0,013 c p - 14 ) ] 
Poucos são os trabalhos apresent-ados na literat-ura que buscam 
a modelagem de sistemas que empregam células imobilizadas do 
gênero Acetobacter [5, 8, 9, 10, 11). Embora os modelos 
mat-emáticos empregados por estes autores sejam essencialment-e os 
mesmos sugeridos para células livres~ certos Iatorest como 
mudanças risiol6gicas causadas pelo processo de imobilização, 
podem alt-erar signi:ficat.ivament.e os valores dos parâmetros 
inerentes às equações. 
2.1.3. Condições nutricionais para o crescimento celular e 
para a produção de ácido acético 
Um aspecto importante na microbiologia da fermentação acét.ica 
é a determinação dos principais requeriment.os nutricionais. A 
parLir da utilizacão de fermentações submersas, foram 
desenvolvi das 
empregando as 
àiversas Ior-mulacões-
mais variadas :font-es 
aur.nento da produção de ácido acéti co. 
de meios f"ermen'lat...ivos, 
nutricionais, visando ao 
Eü. um me i o sint-ético. a ut-i 1 i zaç.ão de sais de amôni o pelas 
bactérias acéticas depende do tipo de :font-e de carbono assimilada 
e, no caso de algumas espécies, da presença de det-erminados 
fatores de crescimento [3l. 
Algumas font.es de carbono recomendadas para o crescimento 
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dest-es microrganismos são a gl i cose, arabinose, mani tol 
sorbitol. O etanol, o piruvat-o e o lact-at são t-ambém ut-i 1 i zados 
na presença de cert.os fatores r-elacionados ,;;_o ext.rat.o de levedura. 
t.ript.ona e caseína hidr-olisada~ além de det.erminadas fonles de 
ni trogéni o [ 3]. 
Cert.as espécies àe Acet.obactert incapazes de crescer em meios 
contendo et-anol como única Íon te de carbono. crescem 
sati slat.ori amente medi anle a adi çã.o de pequenas quant.i daàes de 
levedura autolisada, peptona ou extr·ato de Íígado, o que sugere 
que a at-ividade promotora de crescíme-nt.o dest.as subsLâncias 
deve-se a alguns açúcares redut..ores nelas: cor1ti dos. Al gurr,as 
bactérias acéticas~ que apresentaram crescimento em meios contendo 
etanol 
etanol 
e gl i cose, em presenç2; 
incorporado aos materíais 
de CH 14CH OH, 
3 2 
celulares [3]. 
t.iveram o do 
Algumas linhager1s de Acetobacter r1ão necessit-am da presença 
de vitaminas quando o meio Íermentativo contém glicose [6]. 
Crueger e Crueger [2J observaram que, para o crescimento 
ótimo de células de Acetobacter, o suprimento de etanol deve est-ar 
na Íaixa de 0,2 a 5 % Cv/v). 
Segundo Asai [3], a concentração máxima de et-anol no meio 
ferment-at-ivo que possibilit-a a produção de ácido acét-ico varia de 
5 a 11 %em volume, dependendo da espécie. 
Ghommidh e colaboradores [5] ut-ilizaram, para o cultivo de 
Acetobacter acet i, um caldo íer·mentat-i vo tamponado contendo etanol 
na concentração de 40 g/1, além de diversos sais inorgânicos e 
extrato de levedura, verificando que as limitações no crescimento 
celular e na produção do ácido acético f"oram devidas à inibição 
pelo produto e pelo esgotamento do oxigênio. 
Osuga e colaboradores [9], em fermentações contínuas com 
células de Acetobacter aceti. imobilizadas em gel de k-carragena, 
utilizaram um meio de incubação contendo glicose, bacto-peptona) 
exl;~.<;i't .. o de levedur·a e ácido acético, nas concentrações de 10 g de 
cada subslânci a por 1 i tro de água desti 1 a da, além de 40 ml de 
et-anol, visando ao crescimento das células na mat-riz do gel. Os 
mesmos autores propuseram também a ut-ilizacão de um meio 
semelhante, contendo apenas 2 g/l de glicose, 2 g/1 de extrato de 
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levedura e 2 g/l de bacLo-pept.ona, além de eLanol e ácido acéLico 
nas proporções anteriores, de forma a 1 i mi Lar o cresciment-o 
celular e perrrdtir a produção de ácido acéLico. 
Sun e Fur·usaki [10], em f~ermentações continuas com A. aceti 
imobilizada em algínato de sódio,. empregaram um meio de incubação 
similar ao propost-o por Osuga e colaboradores [9], adicionando 
apenas 5 g/1 
CaCl *2H O. 
2 2 
de ácido acético e acr·escen'Lando 0.5 g/l de 
Ationu e colaboradores [12J utilizaram um meio fermentativo 
t.amponado, contendo glicose,. exlr.at.o de levedura e etaflol t além de 
di versos sais inorgânicos, para o crescimento de células de 
Acetobacter e produção de ácido acéLico. 
2.2. Conceit-os Básicos Sobre Células Imobilizadas 
A ut-ilização de células imobilizadas em processos de larga 
escala é bast.ant.e remota e~ embora não í'ossem conhecidos,. os 
princípios da imobilização já eram amplamente empregados na 
produção de ácido acéLico desde os primórdios do século XIX. NesLe 
período, o vinagre era produzido em t-anques preenchidos por 
cavacos àe madeira, cerâmica ou carvão,. entre outros materiais. 
sob r e os quais eram goLej a das soluções aquosas cont-endo eLanol , 
propiciando o desenvolviment-o de bact-érias acéLicas na superficie 
dos suport-es [13J. 
O conceit-o de células imobilizadas refere-se, ent.ão. a 
microrganismos fisicament-e confinados ou localizados em uma região 
definida do espaço, de Lal i'orma que suas caracLerísLicas sejam 
r- e li das. possibilit-ando sua utilização r·epeLida e cont-inua 
[14, 15J. 
2.2.1. Métodos de imobilização 
Segundo Hart.meier [16). há seis rnéLodos de imobilização de 
células viáveis ou não, enzimas ou organelas, os quais podem 
ser combinados entre si. originando novas t-écnicas. A Figura 2 
ilus~ra estes métodos. 
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Figura a - Mét-odos de imobilização, adapt-ados da Hart-meier [ 16J. 
1) Adsorção; 2!) Ligação Iônica; 3) Ligação Covalent-e 
com e sem Espaçament-o; 4) Ligação Cruzada; 5) 
Confinament-o em Membrana; 6) Envolviment-o Físico. 
CapituLo 2 Revisão da Literaturc - 13 
# MéLodo de Adsorção 
Neste caso, a esp~cie que se deseja imobilizar é ligada à 
superfície do suporLe por forças Iísicas como forças de Van der 
Waals, e por out.ros tipos de int-erações. como ligações iônicas, 
ponLes de hidrogênio e i nLerações hi drof'óbi c as. Apesar de simples 
e rápida, esta técnica apr·esent.a desvant.agens devido à relat.iva 
fragilidade das f'orças de adsorção, as quais podem ser rompidas 
por flutuações na temperatur.ó.~ no pH e na composição do meio 
fermenta ti vo. 
# MéLodo de Ligação Iônica 
O méLodo de ligação iônica é baseado na aLração eleLrosLáLica 
entre grupos de cargas opostas, presentes no suporte e na espécie 
que se deseja imobilizar. Este processo é bastante simples, 
ocorrendo em condições amenas, bastando, normalmente, que se agite 
as parLículas de suporLe por um período de Lempo na solução ou 
suspensão que contém o maLerial a ser imobilizado. Outra maneira, 
é promover o f'luxo destas soluções ou suspensões sobre as 
parLiculas de suporLe contidas em um recipienLe. 
Embora esLe méLodo de ligação seja mais esLável que a pura 
adsorção f'isica, ele é susceptivel a inLerf'erências, especialmenLe 
à presença de íons. Para eviLar o desligamenLo do maLerial 
imobilizado do suporLe, deve-se manLer a f'orça iônica e o pH 
adequados. 
# MéLodo de Ligação Covalente 
Na ligação covalente, os átomos são ligados at-ravés do 
comparLilhamenLo de pares eleLrônicos, o que poce ser uLilizado 
para se obter fortes ligações entre as espécies de inLeresse. Este 
processo é bast.ante aplicado na i mobi 1 i zacão de enzimas, sendo 
pouco utilizado par-a células. Uma desvanLagem desLe méLodo é a 
tensão à qual se sujeita a enzima, 
que pode 1 evar a variações 
pela inLensidade da ligação, o 
consideráveis na conformação 
enzimáLica, resulLando em perda de par-Le da atividade caLalíLica. 
# MéLodo de Ligação Cr-uzada 
Neste processo, unidades 
organe-las são ligadas umas às 
isoladas de células, enzimas 
ouLras aLravés de agentes bi 
mulLifuncionais, for-mando, geralment.e, agregados insolúveis 
ou 
ou 
de 
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elevado peso molecular. Este mét.odo é rela"tivament.e sirnplest tendo 
no en"tanto, algumas desvantagens. Geralmente. as part.iculas 
ob~idas por es~e mé~odo são gela~inosas e pouco resis~en~es. 
Quando se empr-ega substratos de peso molecular- elevado e em 
concentr-ações r·eduzi das, o acesso dos mesmos aos si ti os at.i vos: é 
li mi t.ado pelas condições desf avor·ávei s à 
gt::>ra1ment.e envolve ligações do tipo 
difusão. Como es~e mé~odo 
covalente~ pode ocorr-er 
variação na conf'or·mação do material imobilizado~ com cons.eqUel"l'lê 
per·da de- at.ivadade ca'Lalítica. 
11 Mét. odo de Conf 1 namento em Her/tbr ana 
Es~e mé~odo tem por obj e~ i vo del i mi ~ar o espaço no qual o 
bioca~alisador exerce sua atividade, atr·avés da utilização de uma 
membrana semi per-meável que permi Le a di fusão àe substratos e 
proàut.os, retendo a espécie imobilizada em seu interior. .As 
vant-agens: dest-e mét-odo consistem t'la boa est.abi 1 idade mecânica e 
química do sistema, além da possibilidade de con~role da r-eação 
através da difusão seletiva de substra~os e produtos. 
# Mé~odo de Envolvimento 
Consi s~e no aprisionamento de células no inter- i or de uma 
matriz polimérica, geralmen~e um carboidra~o, proteína ou produto 
sín'lét.ico. orgânico ou inor-gânico. Esta t-écnica é uma das mais 
utilizadas en~re os mé~odos de imobilização de células microbianas 
viáveis. por ser bast.ante amena. Os poros da matriz form.ada são de 
menores dimensões que os microrganismos, que permanecem. ent.ão~ no 
int-erior de sua estrutura. onde se dilundem substrat.os e produtos. 
Em alguns casos~ apenas o mecani srno do envolvi menta é 
responsável pela inclusão das células. Quando se emprega a pect.ina 
;.>U o carragenat além do envolvimento f'ísico. ocorrem ligações 
covalentes parciais entre o suporte e as células [17J. 
2.2.2 Mat.rizes de supor-tes para a imobilização de células 
A literatura cit.a a utilização dos mais variados materiais na 
imobilização celular e, de forma geral, pode-se classi~icá-los em 
suportes orgânicos ou inorgânicos. Na Tabela 1, adap~ada de Kolo~ 
[17], são mostr-ados os mais comumen~e u~ilizados. 
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Tabela 1 Tipos de suport,es mais utilizados na imobilizaçã.o de 
microrganismos, adaptados de Kolot [17]. 
Compostos Orgânicos 
A B 
Al gi r1ato Colágeno 
k-Carragena Gelatina 
Pectina 
Ágar 
Celulose 
A Polissacarídeos 
B Proteínas 
I c 
Resinas F' e-
nól.icas 
Poli estireno 
Poliacrila-
"rni da 
Cloreto de 
Poli vinil a 
Resinas de 
Troca Iônica 
C Polímeros Sintéticos 
I Compostos 
Inorgânicos 
Al umina 
Sílica 
Cer-âmica 
Vidro 
Zircônia 
Aço Inoxidá-
vel 
Outr·os 
Materiais 
Serragem 
Celite 
Bagaço 
Fragmentos 
de Madeira 
Palha 
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Segundo diversos autores. a seleção do suporte a 
empregado imobilização de células viáveis envolve 
conside,ração de alguns crit-é-rios básicos~ ent.re eles 
aLoxidade; 
não exercer influência negat-iva no metabolismo celular; 
ser 
a 
elevada capacidade de í·elenção mi c:robi ana. de :forma que- se 
consiga alt-as concentrações de células no reat-or~ 
- inércia química e bioquímica~ para que não ocorra o at-aque do 
micr-organismo imobilizado ou do me i o onde o bi oca tal i sador está 
imerso; 
estabilidade na temperatura e pH de operação~ 
alta difusividade de reagentes e produtos; 
resistência mecânica adequad& às necessidades do processo; 
facilidade de conformação em t.amanhos e formas especí:ficas; 
possibilidade de regeneração; 
custo não muito elevado. 
Vários aut.ores estudaram a imobilização de células acét.icas 
em variados suport.es. 
Ationu e colaboradores [ 12] observaram o desempenho de 
bact...é:ri as acétí c as í mobi 1 i zadas em di versos suport.es durant.e 
fermentações conduzidas descont.inuament.e, em reat-ores com 
alimentação gotejante~ com reciclo do meio fermentativo. contendot 
inicialmente, 40 g de elanol por litro. Os resultados obtidos 
nestes testes roram avaliados após se alcançar uma população 
celular estável~ podendo ser observados na Tabela 2. Fermentações 
contínuas realizadas pelos mesmos au'lores levaram a um aument.o 
signi!icativo na produtividade do ácido acético. 
Outros suportes utilizados na imobilização de células viáveis 
de Acetobacter- são o óxido de titânio hidratado [18J, cerâmica 
monolitica [5, 11], !ibras de polipropileno [19J e géis 
hidro!ilicos [9, lOJ. O suprimento de oxigênio para as células !oi 
considerado. em todos os casos, como o fator limitante do processo 
ferment.at-i vo. 
Segundo Phillips e Poon [ 13] • uma das técnicas de 
imobilização de células viáve1s mais utilizadas atualmente é a do 
envolvimento !ís1co, sendo dois os polissacarideos mais 
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Tabela 2 - Dados de- desempenho obt-icios em reat.ores com alimentação 
gotejante, adaptados de Ationu e colaboradores [12J. 
Tipo de Tempo de Fer- Rendimento em Produtividade de ! 
Suporte mentação C h) Ácido Acético C~D Ác. Acético Cg/lh) 
Triângulos I 55 - 60 76,7 - 86,3 0,73 - 0,75 de Cerâmica 
Redes de 70 75 80,5 89,1 0,60 0,62 - - -Nylon 
Redes de 
Aço 52 - 60 69,0 - 70,0 0,61 - 0,69 
Inoxidável 
Bagaço 80 - 90 76,7 - 80,5 0,47 - 0,50 
Serragem 90 - 96 81,5 - 87,2 0,472 - 0,474 
Discos de 90 96 76,7 79,5 0,42 0,46 - - -Cer-âmí ca 
Partículas 
Irregulares 94 - 96 57,5 - 66,1 0,32 - 0,36 
de Cerâmica 
Espuma de 105 120 38,3 47,0 o, 17 0,23 - - -Poli éter 
I Palha 120 - 144 40,3 - 44,1 0,16 - 0,18 
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freqüentemente empregados celulose e seus derivados, e 
subst-âncias Iormadoras de géis hidrofflicos, geralmente exlraidas 
de algas marinhas~ como o ágar. o alginato e o carragenat ou de 
frutos cítricos. que é o caso da pect.ina. A :for·mação de gel 
hidrofílico ocorre quando s-oluções aquosas diluídas destes 
polímeros são res-f"r i a das ou submeti das à presença de det.erm.i nados 
ionst que promovem o processo de gelificaçã.o. 
Pradella [15] ~ em ensaios realizados para a seleção da melhor· 
mat.riz de imobilizaç-ão de células de Saccha.:rom.yces cerevisiaet 
caract.erizou o comportamento e a manipulação de alguns 
carboidratos segundo diversos critérios, como pode ser avaliado na 
Tabela 3. 
A utilização de géis hidrofílicos apr-esent..a-se, ent.ão, 
bastante promissora~ pois poli ssacar-í de-os como o ágar-, o al gi nat.o 
e o carragena apresenLam a carac~erísLica peculiar de manLer, no 
int.erior d~ ma-triz~ um ambient.e físico similar ao en.cont..rado em 
uma célula microbiana, conferindo, enLão, estabilidade a células e 
enzimas ( 13) . Além dest.a vantagem~ tanto o carragena como o 
alginat.o e a pect.ina são considerados como praticamente inertes, 
sendo utilizados na indústria alimentícia como espessanLes. 
# Carragena 
O carragena~ cuja es~rut.ura pode ser observada na Figura 3, é 
um poli ssacar i deo extraí do de algas marinhas vermelhas, como as 
dos gêneros Ch:rondrus, Gi.eartina e Eucheuma. Os carragenas, de 
modo geral~ são constitui dos de unidades alternadas de 
~-D-galact.ose e de 3,3-anidro-a-galactose, sendo conhecidos vários 
tipos:, dependendo da quantidade de sul :f a to cont.i do no polímero 
[ 13]. 
o k-carragena.~ contendo apenas um sul :fato para cada 
dissacarídeo~ lorma géis rígidos, o L-carragena, mais sulf"atado, 
!orma matrizes :flexíveis e o À-carragena não se geli!ica. A :fração 
J<i:.-·..:.arragena, em concentrações da ordem de O, 3 % (m/m.), forma 
hidrogel termicamente reversível em presença de sais de potássio, 
amônia, rubídio e césio. A :fração <-carragena íorma gel em contato 
com cátions bivalenLes, como cálcio e magnésio (13). 
A base teórica para o :fenômeno de geliíicação dos carragenas 
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Tabela 3 - Observações verificadas por Pradella [15J em ensaios 
realizados para a seleção da matriz de imobilização. 
Matriz 
Ágar Alginato Car-ragena Pectina 
Critério 
1 fácil. a fácil , a razoá ve-1 t fácil, a 4o"c 25"c a 4o"c 25°C 
2 moderadas brandas moderadas brandas 
3 rompida rompimento intacta intacta 
superficial 
4 alta bai X.? razoável razoável 
Cri 'lérios : 
1 Manipulação do gel, no preparo. 
2 Condições físicas e químicas necessárias à preparação do gel, 
face à manutenção da viabilidade microbiana. 
3- Aspecto físico das partículas de gel, 
fermentação. 
4 - Produtividade de etanol. 
depois de ocorrida a 
~·. 
' I 
- I 
--r 
Figura 3 - Estrutura idealizada dos carragenas. 
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foi suger· i da por Gl i cksma!"l [ 20J como se!"ldo devi da à formação de 
uma est.rutura em dupla hélice~ provocada pela i nt.er-1 i gaç:ão das 
cadeias poliméricas, como pode ser verificado na Figura 4. 
A Le-mperat-ur-as maiores que o ponto de fusão do gel p as 
cadeias de carragena em solução ;:'-:~.pr-esen'Lam-se emaranhadas 
alealor-iament .. e. Quando sujeitas a um r-esfr-iamentot lormam uma rede 
polimér-ica lr-idimensional. or1àe hélices duplas formam os chamados 
pont-os de junção nas cadeias C gel I). Um resfr· i ctment.o .B.di c i anal 
leva à agregação destes 
cooper-ativas, formando um 
pontos de junção, por at.rações 
gel de estrutura tridimel"lsional Cgel 
JI). O papel desempe!"lhado por cátio!"ls como o potássio, dura!"lte o 
processo de geliiicação não loi ainda determinado. 
O k-carragena é considerado por mui tos autores como uma 
eficiente matriz de imobilização [15, 17, 21, 22, 23, 24l. 
Osuga e colaboradores [9) avaliaram o desempe!"lho de células 
acéticas i mobi 1 i zadas em observando um bom 
desenvolvimento das mesmas no interior da rr~triz e uma taxa máxima 
de produção de ácido acético de 40 mg/Cml.h), dura!"lte fermentações 
conduzidas con~inuamente. 
Kolot [ 1 7] observou que as células i mobi 1 i zadas em 
k-carragena exibem grande atividade metabólica, pois es~e gel 
promove um ef'eit.o est-abilizador que se devet provavel/nentet à 
presença dos io!"ls metálicos utilizados na geliricação, os quais 
são passíveis de sofrer reações de oxi -redução, podendo at-ivar as 
proteínas conlidas na membrana celular, responsáveis pela excreção 
de pr-odutos. 
Tosa e colaboradores [ 21l aval i aram di rec-entes co!"ldi ções de 
geli'licação de k-carragena, utilizando íons met-álicos~ aminas~ 
derivados dê! aminoácidos e sol ventes or-gãni c os mi scí vei s em água 
como indutores para a gelificação, col"lcluindo que ta!"lto a 
atividade como o rendimento das enzimas e microrganismos t-estados 
apresent..;:;.ram-se mais elevados quando se empregou o cloreto de 
potássio como agente geliricante. 
A literalura for!"lece diversos dados relativos às col"ldições 
que propiciam a ob~enção de biocatalisadores conte!"ldo 
ativa imobilizada em géis de carragena, os quais 
a espécie 
podem ser 
Ca.pf. tu! o 2 
/ ,., 
Polímer-o em 
solução 
Res:friamento 
Aquecimento 
Gel I 
RÉ:Í'V i :b·ão da. L i t ti<r·a t 'LLY·a - 31 
Res:friamento 
Aquecimento 
Gel II 
Figura 4 - Mecanismo de geliricação p~oposLo para os ca~ragenas~ 
segundo Glicksman [201. 
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observados na Tabela 4. 
Certas propriedades íísicas do gel de k-carragena, como 
coeficientes de dif'us:ão de nutrientes e e:oef'icientes de partição 
de algumas substâncias. for·am medidas por- di versos aut.or-es. 
Nguyen e Luong [ 26J aval i aram as car-act-erísticas da di f"us:ão 
da glicose em esf'er-as de gel de k-:-carragena. Os dados 
experimentais indicar-am uma r·elação inversa entre a difusi vidade 
da glicose e a concent.r-ação da suspensão polimérica utilizada na 
preparação do gel. Para géis contendo 3 % Cm/v) de k-carragena, o 
coeíiciente de diíusão teve seu valor -6 diminuído de 4,8*10 para 
-6 2 3 !' 8*1 O em /s ao se e-1 evar- a concent.r ação í ni c i al da solução de 
glicose de 6.5 para 65 g/1, a 80~C. 
Wada e colaboradores [24] avaliaram os coei' i cientes de 
partição de glicose e etanol, a 30°C, em géis contendo 4 % de 
k-carragena, obtendo valores de 0,86 e 0,67, respec~ivamente. 
Como regra geral t os géis de k-car-ragena apresent.am baixa 
r esi stênci a mecânica, especial ment-e à abra são, o que pode ser 
contornado pela ut-ilizacão de agentes biíuncionais, como o 
glutaraldeído e a hexametilenodiamina, após a interrupção da etapa 
de geliíicação em soluções contendo cloreto de potássio. Este 
tratamento adicional confere ao gel maior rigidez, reforçando a 
estrutura da mat-riz através de ligações cruzadas (13, 21, 261. No 
entanto, diversos autores [9, 21, 22, 27] operaram sisLemas 
íermentativcs cont-inuamente, sem empregar a técnica de 
enrigecimento adicional, com elevada estabilidade mecânica do gel 
àe carragena por períodos àe até 3 meses. 
# Alginato 
O al gi na 'Lo é um poli ssacar i deo encont.rado em mui tas. espécies 
de algas marrons~ entr-e elas a Hacr-ocysti..s py:rifera, nas quais é 
importante constituinte da parede celular. É 1 o r ma do por um 
copolímero linear de unidades de ácido P,-D-(1~4) manopirano 
silurônico CMan) e ácido a-L-(1~4) gulopirano silurônico CGul). Os 
monômeros são arranjados ao longo da cadeia polimérica como 
segment-os alternados de Man, Gul e copolimeros de Man e Gul [16). 
Este polissacarídeo íorma sais hidrossolúveis com cáLions 
monovalentes e aminas de baixo peso molecular [15l. 
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Tabela 4 - Condições de pr·eparação do gel 
I 
I 
diversos autores. 
Espécie Cone. de Carra- Cone. de 
I mobi 1 i zada gena C% m_.,/y) KCl (M) 
A. acet i 3,0 0,2:682 
Sacch. 3,5 0,2:682 
cerevi.si.ae 
Células 0,05 a 20 1*10-.. 
e Enzimas 
Células 3,4 o, 10 
e Enzimas 
Sacch. 4, 41 0,2682 
cerevisiae 
- 3,0 0,2682: 
Sacch. 3,92 0.2682 
cerevisiae 
Str-ep. c ta- 2,0 1. 00 
V't.il i ger'"l.lS 
Coryn. 2,0 a 5,0 0,30 
&Lutamic'l.lm 
Te Temperatura de eÃ~rusão 
Tg Temperatura de gelificação 
tg Tempo de geliíicação 
Tamb. : Temperatura ambiente 
de carragena~ se-gundo 
Iníor·mações Reí. 
Adicionais 
Te = 36°C 9 
Tg = 2o"c 
Te = "40 c 
Tg = Tamb. 15 tg = 15 a 18 h 
em geladeira 
Te = 37 a 5o"c 17 
Te = 4o"c 21 
Te = 37"c 23,24 
Tg = 2o"c 
Tg = 4"C 
tg = 12 h 
Presença de 25 
CaClz durante 
a geliíicação. 
Te = 37"c 27 
Tg = 2o"c 
Te = 35 "c 28 
tg = 10 min 
Te = 45'"c 29 
tg = 1 h 
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A geliricação deste pol í me r o~ cujo princípio pode Se 
obser-vado na Figura 5,. ocorre quando uma solução de seu sal 
hidrossolúvel J nor-malmente o alginato de sódio,. é t.rat.ada com 
++ 
cátions bivalent.es como o Ca processando-se o desl ocame?nto do 
+ ++ Na pelo Ca o que pro',..·oca o surgimE:.<nto de ligações cruzadas 
entre as estruturas lineares alinhadas do alginato. t...ssi m. as 
moléculas do polissacar-ídeo formam uma rede polimérica que 
precipit.a como uma ma:lriz gela ti nos a rígida 
contendo cerca de 60 ~ de água em seu interior t a qual pode ser 
observada na Figura 6 (13, 15]. 
Como as caract-erísticas est-rut-urais do gel rormado dependem 
da ação do cálcio. substâncias que possam ~ormar complexos 
est-áveis com este íon tendem a enlr-aquecer- .a matr-iz,. como agent-es 
quelant-es, dest-acando-se os !os~at-os, normalment-e present-es no 
meio ferment-at-ivo (13, 1_., 29, 30J. A prevenção dest-e t-ipo de 
problema pode ser rei t-a ut-i 1 i zando-se sais de bário e est-T'ônci o 
como agent.es geli~icant-es [ 13) • ou pela adição de pequenas 
quant-idades do íon cálcio ao me i o ~ eT' ment-a Li vo ( 1 O, 14, 29, 30, 
31), o que pode acarret-ar em um e~eilo negat-ivo no met-abolismo 
celular. 
Ogbonna e colaboradores [31J observar-am que os f'at.or-es que 
mais afelam a est-abilidade mecânica do gel de alginat-o durant-e um 
processo f'erment.at.i vo são a concent.racão inicial de células na 
matriz, a duração do período de geli~icação em uma solução 
contendo clorelo de cálcio e a concentração de alginato de sódio 
ut-ilizada na imobilização. 
Pode-se observar na Tabela 5 diversas condições de 
i mobi li zacão de células em mat..r·izes de al gi nat-o de sódio, 
sugeridas pela lit-erat-ura. 
Tanaka e colaboradores (32] sugerem um mét-odo de imobilização 
que previne a liberação de células de Sa.ccharom.yces sp no meio 
:fermenta'livo, através do envolvimento dos rr.i.crorganismos em f'ibras 
de alginat-o cont-endo duas camadas consecut-ivas do gel, de maneira 
que as células rest-rinjam-se à camada int-eT'na. Não ~oi observado o 
desprendiment-o celular no meio ferment-at-ivo mesmo após 300 horas 
de fermentação. 
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Figura 5- Provável mecanismo de ligação dos alginaLos com os 
cálcio. 
Figura 6 Representação esquemáLica das ligacões cruzadas nc 
ions 
gel 
de alginaLo dê cálcio. As :fitas poliméricas :formam 
agrêgados, nos quais ocorrem interstícios, 
coordênados íons de cálcio. 
onde estão 
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Tabela 5 - Condições de imobilização de células em alginaLo de 
sódio~ segundo diversos autores. 
Microrga- I Cone. d" / Cone. 
nisrno alginato (~.)I CaCl 
2 
Acetobacter 2,0 0,2 
acet i 
2,0 o, 10 
Sacch. 
uvaru.m. 1. o 0,08 
1,0 o, 10 
Zym.om.. 1.157 0,315 
mDbi l is 
Sacch. 0,!3 a 2,0 0,10 
sp. 
Sacch. 1 '!3 2,0 0,4!3 
cer-evisiae a I 
Te Temperatura de extrusão 
Tg Temperatura de gelif'icação 
tg Tempo de gelif'icação 
Tamb. Temperatura ambiente 
de I nf' o r· mações Rei. 00 Adicionais 
- 10 
Tg = 3o"c 29 tg = 2 h 
Tg 3o"c = 29 tg = 2 h 
Tg = 2o"c 29 tg = 2!3 min 
tg = 30 min 30 
Tg = Tamb 32 tg = 1 h 
tg = !3 h 33 
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Cheetham e colaboradores [ 29] avaliaram a resistência 
mecânica e a dif'usão de sacarf?se em partículas de algiuaLo de 
cálcio contidas em uma coluna, constatando que o gel é bastante 
resistente à compressão e à abrasão. A laxa de difusão da sacarose 
par-a o interior das parti cul as apresentou-se mais elevada para 
++ 
concentrações de alginato e de ions Ca reduzidas. 
Sun e Furusaki [10J imobilizaram células de Acetobacter aceti 
em alginalo de cálcio e operaram continuamente um bior·reat.or a 
30°C por até 230 horas, observando o sur-gimento de- células 
suspensas após cerca de 30 horas de fermentação. 
1t Pectina 
A pectina {, um colóide natural encontrado em quantidades 
variáveis em t..odas as Irut.as e e:n algumas raízesJ tubér-culos e 
outros vegetais, principalmente em tecidos pouco rijos, ·como no 
albedo das frutas cítricas. Como o Brasil é um dos maiores 
produtores mundiais de pectina, a utilização deste polissacarideo 
como matriz de imobilização é bastante atrativa. 
A pectina é composta principalmente por cadeias de ácido 
poligalacturônico de pesos moleculares variados. Alguns dos grupos 
carboxi são esterificados com 
neut.r ali zados com cátians e 
álcool metilico, 
alguns são ácidos 
alguns 
livres. 
são 
A 
distribuição dos grupos ésteres ao longo da cadeia é também 
variável. Pequenas quantidades de acetatos ou outos grupos podem 
estar 1 i gados à molécula [ 34 J . 
As pectinas podem ser classificadas de acordo com o seu grau 
de ester i f i cação ( 34 J . Assim, aquelas que têm em sua composição 
qu.ant..idades superior-es a 7 ~" em grupos metó>d requer-em a pr-esença 
de açúcares e ácidos para que ocorra o processo de gelificação. As 
pect_inas com baixo grau de ester-ificação, por sua vez, requerem a 
pres-ença de cer~os cát.ions, onde o cálcio é um dos mais 
freqUentemente utilizados. 
Os mecanismos de gelificação das pectinas de alto e baixo 
grau de esterificação podem ser observados na Figura 7. 
Para as pectinas de alto grau de esterificação, a gelificação 
é causada pela formação de pontes de hidrogênio entre um grupo 
carboxila livre e um grupo hidroxila de outra molécula. Desta 
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COOH COOCH, H OH 
-o-, t-0° H. '·C'. \'. o-o, o H H r-\~. o-~/' ' ' I • ~OH H\ ÇlHf,!,_j ;! . ''~'" '.1 H Lo cfH H '-0-' , /H 
i ' I i I 
H OH COOCF c 
., o:::;o 'oH 
H 
I HO ~ 
He· ~.!H 1 ro-uF.' 'I OC' : ·~-o-o':Y o H
_j' -1 . ·L ' I 'I 
-o 1 /ti · · 0 H H · o-
' 
0 
i i i I C(X)Clí, COOCH, 
A 
B 
Figura 7 - Mecanismos de gelificação da pect-ina. /J0 Gel de pectina 
de alLo grau de esLeriiicação; B) 
baixo g~au dê esterificação. 
Gel de pectina de 
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f'orma~ o açúcar atua como um agent.e desidra'lant.e,. e a presença do 
ácido reduz o pH,. I.avore-cPndo a gelificaç-ão. 
O mecanismo de gel i f' i cação de pecti nas de baixo grau de 
es'lerif'icacão envolve a inter-ligação de moléculas por cátions 
bivalentes, formando uma r-ede de estrutur-a t.ridimef'lsional ~ através 
da formação de sais com os grupos car-boxila. Tan'lo o mecanismo de 
gelificação como a est.ru'lura do gel de pectina são bast.ant.e 
sirnilares aos observados no gel de alginato da cálcio. 
Pulitano [14] avaliou a utilização de pect.ina cítrica como 
agente de imobilização de Sacchar-omyces cerevisiae~ considE?r-ando-a 
eficiente, embora o seu emprego possa ser limitado pela elevada 
++ 
exigência de íons Ca no meio fermentativo. 
2.2.3. Vantagens da utilização de células imobilizadas 
Diversos autores mencionam as vantagens do emprego de célu'.as 
mobilizadas em contraste com sistemas que envolvem células livres 
r 9, 1 o, 13, 14, 16, 17, 26, 3!3, 36). 
Um critério vital em processos industriais é o alto 
rendimento por unidade de espaço e de tempo, expresso por 
produtividades volumétricas elevadas, além do f'ato de se poder 
conduzir as de maneira cont-ínua [ 16' 36l. A 
imobilização 
f'ermentações 
possi bi 1 i ta que se alcance e mantenha grande 
atividade biocatalítica em um volume reduzido, o que leva ao 
abrandamento das condições às quais os substratos e produtos se 
submetem~ através da redução do t.empo de e>...~osição dos mesmos ao 
meio íerment.at.ivo [16]. 
A uLilização de células imobilizadas favorece o emprego de 
voluJ"nes- reativos menores- e de vazC.,es mais eletvadas~ sem que- ocorra 
o arraste t.ot.al dos microrganismos para fora do reator. pois a 
densidade celular é mais alta que no caso de f'ermentações com 
célu~as livres, o que conduz a plantas industriais mais reduzidas, 
com sensivel economia de investimentos [13, 14, 17, 35J. 
Trabalhando-se com vazões maiores que a taxa de crescimento 
de certos microrganismos contaminantes, pode-se contornar os 
problemas de inf'eccão (14, 26). 
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Outra vanlagem bast.ant..e- si gni li c ali va que não há a 
necessidade dE? r· emoção ou r·eci cl o de células [ 13, 14]. 
Mui tos sistemas que empr-egam células i mobi 1 i zadas podem ser 
descr-itos atra\.:és dos tratamentos hi dr-odi nãmi c os e teóricos 
relativos à catálise heterogÊ-•nea, favorecendo o projeto industrial 
e o controle do pr·ocesso [13~ 36J. 
2.3. Fator&s Passíveis de Influenciar o Comportament-o de 
Sist-emas que Empregam Células Acéticas Imobilizadas em 
C~is Hidro!ílicos 
Os fatores que afetam a atividade de sistemas que empregam 
células i mobi 1 i zadas podem ser classificados em três grupos 
básicos transferência de massa, fisiologia celular e materiais e 
métodos t.c'tilizados na imobilização. Tais !atores podem afetar- a 
atividade direta ou indire~amente~ de maneira isolada ou conjun~a, 
estando, na ma i o r i a das vezes, inter 1 i gados. Na Figura 8, são 
mostradas esquematicamente estas interligações. 
Transferência 
de Massa 
I 
.. ... 
Atividade das 
Células I mobi 1 i zadas 
r 
Materiais e Métodos 
de Imobilização 
Fisiologia 
Celular-
I 
Figur-a 8 - Fatores que afetam a atividade de sis~emas que empregam 
células imobilizadas [37). 
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2.3.1. Efeito da concentração inicial de células 
Segundo Vieth e Venkatsubramanian r 36J. a atividade 
catalít.ica máxima das células é retida após a imobilização, 
quando as mesmas est-ão no eslado f i si ol ógi co propício. Isto 
cor responde a uma ótima indução da at.i vi dade enzimática 
relacionada à seqüência reacional desejada, a qual~ por sua vez, 
corresponde à 
fermentação. 
máxima taxa de síntese do produto durante a 
Uma vez i mobi 1 i zadas, as células devem ser ma.nti das em um 
est..ado viável, sem que haja excessiva reprodução, favorecendo a 
transformação do subst-rato no produlo desejado e não em massa 
celular adi c i anal J o que evi La a 1 i ber-ação de microrganismos no 
meio rermentativo e previne a integridade mecânica do suport-e 
[ 36). 
Osuga colaboradores [ 9] utilizaram k-carragena para 
imobilizar Acetobacter aceti., obtendo particulas que continham 
cerca de 107 células em um mililitro de gel. 
2.3.2. Inrluência da concentração de polimero na rr~triz de 
i mobi 1 i zacão 
Scott e colaboradores [28) testaram o eí'eito de dií'er·entes 
concent..rações 
fermentat.ivot 
de 
em 
car-ragena 
presença de 
na de~nda de oxigênio no meio 
células 1 i vres e i mobi 1 i zadas de 
Streptom.yces clavulieer-11.5, observando a diminuição da taxa de 
demanda com o aument..o da fração de carragena. 
Cheet.ham e colaboradores [29). utilizando células de 
5acharo~yces uuarum, variar-am a concentração de alginat..o de s6dio 
na mat..riz de imobilizacãoJ de 0.6 a 2.6 % Cm/v). observando que o 
aumento do percentual deste carboidrato leva à diminuição da taxa 
de desprendimento celular. 
Ogbonna 
mecânica de 
e colaboradores 
particulas de 
[ 31 J 
alginato 
observaram 
de sódio 
a estabilidade 
de direrentes 
concentrações, onde í'oram imobilizadas células de Saccha.romyces 
cerevisiae. Os géis contendo 0,!3 % Crrvv) apresent.aram-se mui-Lo 
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frágeis, enquant-o que outros, contendo de 1 a 2 X em sua 
composição. apresent.aram-se bastante ínt.egros. 
Kim e Ryu [38) observar-am que as dif'usividades ef'et.ivas de 
glicose e de oxigênio diminuem signilicativament-e com o aument.o da 
concentração de h-car-ragena no gel de imobiltzação. enquanto que a 
resistência mecânica apresenta uma tendência a aumentar com a 
el evacão do per-cent.ual d-e poli mero. 
Furui e Yamashita [39) observaram que os coe:ficientes de 
dilusão efet.i vos de di versos compostos em géis de carr-agena são 
menor-es que em soluções aquosas, dirrünuindo exponencialmente com o 
aumento da concentração de polímero na matriz. 
2.3.3. Ef'eíto do pr-ocesso de çelif'icação 
Nesta etapa, os f'atores que mais af'etam a estabilidade 
mecânica e a atividade do biocatalisador são a concent.ração da 
solução gelif'icante e o t.empo durante o qual 
imobilização é exposta a esta solução. 
a matriz de 
Scott e colaboradores [28J avaliaram o tempo de exposição de 
células de Streptomyces cl.avv.Lieerus, imobilizadas em gel de 
k-carragena, a soluções 1,0 M em KCl e observaram que, após 60 
mi nut.os J o consumo de oxigênio diminuiu subst.ancialmente, 
aproximando-se de zero. 
Cheetham e colaboradores [29], imobilizando células em géis 
de alginato de sódio, observaram que o aumento da concentração da 
solução 
celular 
de CaCl provoca 
2 
da matriz. 
a diminuição 
Ogbonna e colabor-adores [ 31] 
concentração da solução de CaCl na 
2 
da t.axa de àesprendiment.o 
estudar·am o ef'ei to à a 
de resistência mecânica 
esferas de alginato de sódio, observando um aumen.t..o na fragilidade 
do gel com a diminuição da concentração do ref'erido sal, embora a 
relação existente entre estas variáveis não f'osse linear. 
2.3.4. Crescimento celular na matriz 
Segundo Lima e colabor-adores [ 40]. na const.rução de um 
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gráfico global do cr-escimento rr:icr-obiano em meio liquido, em 
cult.ura descont.ínuat pode-se observar que a ct,.Irva r·epresentativa 
deste crescimento apr-esenta várias fases, as quais est-ão 
representadas na Figura 9. 
O cr-esciment..o celular em um suporte segueJ normalment-e, o 
mesmo padr-ão ver-ificado em células livres. Em Iermentações 
contínuas. o crescimento exponencí al pode ser· prolongado 
consideravelmente, enquanto que a :fase est-acionária poàe ser 
induzida pela limitação de um dado nutr-iente [13l. 
Osuga e colaborador-es [9J imobilizar-am células de Acetobacter 
acet i em par-tículas de gel de k-car-ragena e observaram que o 
crescimento microbi ano ocorre mais intensamente nas regiões 
próximas à superfície do gel, orJgin.ando colônias similares às 
obser-vadas em meios contendo ágar, em placas de Petri, enquanto 
que, na parte central, não foram encontr-adas colônias, uma vez que 
as células permaneceram na mesma condição verificada imediatamente 
ap6s a imobilização. 
Tempo 
Figur-a 9 - Fases da cur-va de cr-escimento micr-obiano : a) 
latência; b) fase de crescimento exponencial; 
estacionária; d) fase de declinio. 
fase de 
c) fase 
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Vários aut..ores [ 9, 10, 23, 27, 31] constatar-am maior 
crescimento celular em camadas próximas à superfície das 
partículasf ao r·eali:zarern a imobilização de microrganismos viáveis 
em géis de carragena e alginat..o de sódio. 
2.3.5. Ef'eito da concentração e ào diâmetro das particulas 
O di âmelro da partícula é mui to i mport.ant.e quando há a 
necessidade de suspensão do biocatalisador em det..ermi nados 
reatores, além de influenciar a queda de pressão em leitos fixos e 
af'etar o seu desempenho em uma dada condição experimental. 
Osuga e colaboradores [ 9} • imobilizando células de 
Acetobacter aceti em gel de k-carragena, obtiveram taxas de 
produção de ácido acético mais elevadas ao empregarem menores 
concentrações de partículas de gel no reator. Tal resultado :foi 
atribuído à maior limitação do transporte de oxigênio quando se 
emprega altas :frações de sólidos. 
Sun e Furusakí [10), utilizando células de Acetobacter aceti 
imobilizadas em esferas de alginato de sódio. estudaram 
experimentalmente e através de simulações numéricas o e:feit..o da 
concentração e do diâmetro das part..iculas, e propuseram uma 
correlação para o coeficient-e volumét..rico de transferência de 
oxigênio, 
onde : 
k • 
Lo. 
dada pela seguinte equação 
kLo. =I dp0 'H exp ( -1,1 c 
5
) 
I - consLante do sistema. 
dp diâmetro da partícula de gel. 
c :fração do volume total do reat..or ocupado pelas part..iculas. 
s 
(8) 
Os dados eÃ-perimentais e os cálculos t..eóricos: indicaram que 
t.a.nt.o as células i mobi 1 i zadas como as células; 1 i ......-res. que se 
desprenderam do gel, contribuíram para a produção do ácido 
acét..ico. As células suspensas apresentaram um desempenho relevant..e 
quando se utilizava part..ículas de maiores dimensões ou baixa 
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fração volumétrica de sólidos~ enquanto que as células 
i mobi 1 i zadas destacaram-se quando se .empregou partículas de 
pequeno diâmetro e elevadas frações de sólidos. 
2.3.6. Influência da t.ernperatura 
Osuga e colaboradores [ 9J estudaram. a i nf·l uénc:i a 
temperatura no cr·escimen.to de A. aceti K 1006 e na pr-odução de 
ácido acético em processos contínuos~ observando que as taxas de 
cr-escimento micr-obiano a 30"c e a 34 o C apr-esentar·am-se bastante 
próximas~ assim como as concentrações celulares máximas obtidas. A 
produção de ácido acético. no entanto, foi mais rápida e alcançou 
níveis mais elevados a 34°C. 
2.3.7. Efeito do pH 
Yasui e colaborador-es f41l investigar-am o efeito do pH na 
tax.a de respiração específica de células de Acetobacter aceti K 
1001, obser-vando que os microrganismos submer-sos apr-esentaram 
maior atividade respiratória em valores de pH próximos de 7. 
2.3.8. Influência do tempo de residência do meio fermentativo 
Osuga e colaboradores [QJ avaliaram a influência do tempo de 
residência na taxa de pr-odução de ácido acético por A. acet i IP 
5866 imobilizadas em k-car-ragena. Os autores concluíram que 
variações de 2 a 4~5 horas praticamente não alteraram as taxas de 
conver·são. 
A operação contínua de um bior·r-eat.or empr-egando bactérias 
acét..icas li-vres e i mobi 1 i zadas em alginato de sódio~ 
si mullaneament.e. most-rou que, apesar do acentuado decréscimo na 
produtividade de ácido acético veri:ficado a taxas de diluição 
superior·es a 0,25 h-• para células livres, a produtividade das 
células imobilizadas foi pouco afetada pela taxa de diluição [10). 
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2.3.9. Efei~o da concen~ração de oxigênio 
As células acét.i c as sao est.r i t.ament.e aer6bi c as. Assim. a 
demanda de oxigênio é ligada às atividadês met-abólicas, envolvendo 
o c r· esc i menlo e a man1...rlenção celular~ além dos processos de 
bi ossí nt.ese. 
Lixo 
Ghommídh e }Javarro 
contendo células 
[ 5] 
de 
observaram que, em 
Acetobacter aceti 
rea~ores de lei ~o 
imobilizadas em 
cerâmica,_ o aumento da pressão parcial de oxigênio de 0,115 a 
1 ,O a~rn resul~ou na elevação da produtividade de ácido acético, de 
2,7 para 10,4 g/Cl h). 
Osuga e colaboradores [ 9] avaJ i aram a i nf'l uê-nci a da pressão 
parcial de oxigênio no crescimento celular e na produção de ácido 
acé~ico, utilizando células livres e imobilizadas em k-carragena. 
Os autores u~ilizaram razões de suprimen~o de oxigênio puro de 
0,533 vvm e de 0,67 vvm para o ar, observando que a efetividade do 
oxigênio no crescimento celular é mais import..ant-e quando se 
envolve células i mobi 1 i zadas, e que sua i nf 1 uênci a na produção de 
ácj.do acét.ico é consider-avelmenle maior quando da presença de 
células livres no meio fermen~ativo. 
Yasui e colaboradores [41J observaram o efeito da pressão 
parcial de oxigênio, de 0,0 a 0,21 a~m. na taxa de respiração 
especifica de células de Acetobacter aceti livres e submersas. Os 
au~or-es sugerem que es~a ~axa atinge um máximo no valor de pressão 
parcial de oxigênio de 0,04 atm, a partir do qual permanece 
pr a t.i camente constante. 
Park e colaboradores [42) ~estaram o efeito da concentração 
de ,·>xi gênio dissolvi do na produção de ácido a c é~ i co por células de 
Acetobac ter acet i. Os autores obs;-ervaram que a concenlraç:;ão de 
oxigênio dissolvido ótima para os processos de respiração celular 
e de oxidação do e~anol encon~ra-se na faixa de 3 a 7 ppm, quando 
não há ácido acético no meio fermentativo. Quando na presença de 
45 a 65 g/l de ácido acético, a concentração 6tima de oxigênio 
dissolvido localiza-se em ~orno de 1 ppm, sendo que, acima destas 
concentrações de ácido acé~ico, o efeito inibit6rio do oxigênio 
dissolvido é bas~ante acentuado. 
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2.3.10. Influência da concentração de etanol 
Diversos aut.ores observaram a influência da concentração de 
e~anol no cresciment.o celular e na produção de ácido acét.ico por 
bactérias. 
Park e [ 42) a\raliar-arn a influência dest.a 
variável na "laxa de oxidação do elanol por células de Ace-tcbacter-
ac& ti, observando um pe-queno e-lei "lo inibi t.ór i o par-a concent.r ações 
inferiores a 40 g/1. Acima des-te valor-~ no ent.ant.o, na taxa de 
oxidação do etanol decai linearmente com sua concentração no meio 
fermentativo. 
Ghommidh 
concentrações de 
Navarro [11:Jt 
etano! de O 
crescimento celular. 
por 
a 54 
outro lado~ sugerem que 
g/l têm pouco efeito no 
Nanba e colaboradores [ 43] observaram que variando-se a 
concentração de etanol de 0,5 a 6 g/1 no meio fermentativo, ocorre 
um aumento na taxa de crescimento especifico de células de 
Acetobacter sp. a qual se mantém constante até concentrações de 
etanol de 30 g/1. Entretanto, os autores verificaram que não 
ocorre crescimento celular quando são empregadas concentrações de 
etanol superiores a 40 g/1. A fase de latência de crescimento 
também é afetada pela concentração inicial de etanol no meio 
fermentativo, sendo prolongada de acordo com o aumento desta. 
Mori e Terui [44l avaliaram a inibição por etanol em culturas 
de Acetobacter rancens, na presença de diversas concentracões de 
extrato de levedura. Os autores constataram que o valor máximo da 
t..a;...ca de cr-esci men"lo espéci li co foi observado cem concentrações de 
etanol na faixa de 5 a 1 O ml /l , Emquanto que a taxa especifica 
máxirr~ de produção de ácido acético foi obtida em concentrações de 
etanol na faixa de 20 a 30 rr~/1. Os auLores observaram também que 
o aumento da concentração de GÃ~rato de levedura conduziu a 
maiores rendimentos celulares para concentrações iniciais de 
etanol no meio de cultura-mais elevadas. 
2.3.11. Efeito da concentração de ácido acético 
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Sun e Furusaki [10] estudaram o ereito da concentração de 
ácido acét.ico nas taxas específicas de crescimento e de respi1acão 
de cé-lulas de Acetobacter aceti livr·es no meio f"er-r.nent.ativo. 
observando a inibi cão dest.es pr acessos a concentrações de ácido 
acéli co super i or-es a 14 g,./1 e 19 g/1 • respecli varnent.e. 
Ghommidh e Navarro [11] constataram, em fermentações 
contínuas com células de Acetobacter aceti imobilizadas em 
cerâmica~ que ocorre um decréscimo na taxa de produção àe ácido 
acéti co a concentrações super i ores a 34 g/l desta substância. A 
t-axa de crescimento contínuo de células livres roi também bastante 
afetada por sua presença. 
Park e colaboradores [42] observar-am que na 
concent.r.ação de .ácido acético dimihuem signilicantement.e a taxa de 
oxidação do etanol, sendo constatadas inibições de cerca de 70 % 
ao se utilizar 60 g/l de ácido acético no meio rermentativo. 
Nanba e colaboradores [43] sugerem que concentrações de até 
10 g/l de ácido acético podem acelerar as taxas de crescimento de 
microrganismos Acetobacter, reduzindo a rase de latência. No 
entanto, concentrações de ácido acético entre 30 e 60 g/1 inibem 
signiricantemente o crescimento celular, o qual é praticamente 
nulo no extremo superior desta raixa. 
Mori e colaborador-es [46l avaliaram a inibição pelo produto 
em Iermen~ações acéticas submersas com Acetobacter rancer~. Foram 
observadas :fases logarítmicas relativamente longas. em ensaios 
onde a concentração inicial de etanol variou de 1,3 a 33 g/1. Um 
repentino aumento no valor da taxa especi:fica de crescimento loi 
observado em cultur-as onde se adicionou inicialmente r.nais que 
17,6 g/l de ácido acé-lico. Para concent-rações iniciais de ácido 
acético na .faixa de 17.6 a 33,2 g/1, os autores obser-varam uma 
divisão da rase logarítmica em duas. Este aumento na taxa 
específica de crescimento roi considerado como o resultado da 
adaptação das células ao ácido acéti co, depois de expostas ao 
produto por um 1 ongo tempo, enquanto se desenvolviam a uma 
velocidade constante, durante a primeira rase de crescimento. Os 
autores observaram também que a presença de extrato de levedura 
diminuiu a inibição pelo produto, além do rato de que o 
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crescimento celular apresentou-se mais sensível ao ácido acético 
que a r-espiração. 
2. 4. Reator·es para Células Imobilizadas 
O projeto de reator·es para células imobilizadas é al'1álogo ao 
uti 1 i zado na cat.ál i se quí mie: a heterogênea t com a di i'erença de que 
se emprega a cinética bioquímica [13J. 
A seleção àa configuração geornétr·íc:a e do modelo de oper·ação 
(contínuo ou descontíl'1uo) de um biorreator é uma tareÍa diíicil, 
devido ao Iat.o de que muitos 1-.at-oi"'es particulares do processo, os 
quais normal mente são i nt..er·dependent.es ~ estão envolvi dos nesta 
escolha, como o tipo de suporte utilizado na imobilização e a 
demanda de oxigênio r 37] . 
seção, são descritos alguns biorreatores cujas 
geometrias são mais freqUentement-e utilizadas, as quais podem ser 
observadas na Figura 10. 
Além das geometrias descritas nas seções seguintes, a 
literatura cita diversas outras íormas de reatores utilizados para 
reações com células imobilizadas, as quais podem ~ambém ser 
obt-idas pela combinação de vár-ios t.ipos ent..re si. 
2.4.1. Reatores de tanques agitados 
Os reatores àe tanques agitados descontinuos são. geralmente. 
os mais utilizados com células livres <?m solução, onde o substrato 
é- intr-oduzido no r-e-ator junt-amenle com as cé-lulas. A descarga 
ocorre quanàe- se- alcança o grau de conver-são desejado. 
A concepção de um rea~or descontínuo agi~ado é bastante 
simplest consist-indo àe um t-anque e de um agitador mecânico. o que 
1- avurece uma boa mistura e o f'ácil cont.role das condições 
operacionais [46). 
No entanto, parte dos processos 
imobilizadas são operados continuamente. 
que envolvem células 
Se comparado ao processo 
em batelada, o contínuo é mais adequado, pois Íacilita a operação 
automática e Íavorece o controle de qualidade do produto obtido. 
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O reator contínuo agi lado consiste de um tanque provido de 
entr·ada de substrato e saída de produto, sendo que o 
biocat.alisador permanece r et.i do em seu i nt..er i or·. O grau de 
conversão poàe ser controlado por variáveis como volume do reat.or, 
tempo de residência do subs'lrat..o e concent.ração ào biocat.alisador. 
e·ntre outras [ 46]. 
Contudo, 
agitados não 
o 
é 
empr-ego 
muit.o 
de células 
r· ecomendado t 
imobilizadas em re-ator·es 
principalment.e devido ao 
desgaste mecânico a que se sujeita o suporte. causado pelo at.rito 
com o agitador, o que se agi'ava no caso da utilização de géis 
hidro:fílicos [ 37]. 
2.4.2. Reat.ores de leito :fixo 
Os r e a to r es de 1 e i to :f i xo consi st.em de uma coluna preenchi da 
por partículas de bi ocat.ali sador que não se moviment.amt sendo 
utilizados, na maioria dos casos, em processos cont.ínuos. 
Tais reat.ores são adequados para reações com cinét.ica de 
Michaelis-Ment.en, devido às elevadas concentrações celulares por 
uni da de de volume, se compara das às obt.i das em tanques agi lados 
contínuos. No entanto, sua ut.ilização depende de diversos :fatores, 
como tipo de suporte empregado na imobilização. Segundo Fonseca e 
colaboradores E37J, no caso de reatores recheados com part.ículas 
de gel, a compressão destas, causada pela própria alt.ura do leito 
e pela pressão originada pelo escoamen~o do rluído. é um 
inconveniente severo que diminui o espaço intersticial ent.re as 
partículas~ com conseqUen~é aumen~o na queda de p~essão ao longo 
do leit.o. A compactação do leito pode também reduzir drasticamente 
a atividade das células imobilizadas. devido à diminuição da área 
super!icial especí:fica das partículas. 
Est.es reatores podem também apresentar desvantagens quando 
operações tri:fásicas estão envolvidas, pois o contato gás-liquido 
é rest.rito e a liberação de gás é lent.a. levando à sua estagnação 
ao longo do leito e dificultando a distribuição do liquido, com 
conseqUent.e diminuição da taxa de reação C37J. 
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2:. 4. 3. Req.lor·es de lei lo 1luidizado 
Em cont.r·ast.e com os reatores de lei to lixo~ os reaLores de 
lei to fl uidizado são apenas parcial menle- preenchidos pelas 
partículas de biocat.alisaàor-. O mE..~io dê fluidizacão podE.> ser 
composto 
escoando 
por-
de 
uma Í as-e líquida.~ por uma f as e 
mane-ira vertical e ascendent-e, 
gasosa~ 
o que 
ou ambas, 
provoca a 
separação e movimentação das par·ticulas~ levando. nor-malment.et à 
expansão l ongi t.udi nal do lei lo [ 46]. 
Estes reat..ores proporcionam boas propriedades de mist.ura e de 
t-ransferência de massa. Na operação t.rifásica~ o cont.ato 
gás-líquido e a remoção de gás são 
problemas de obstrução e elevadas 
comuns nos reatores de leito f'ixo 
apresentar maior densidade celular. 
facilitados~ não ocorrendo os 
quedas de 
que, por 
pressão no 
oulro lado, 
1 e i lo, 
podem 
A di1erença de densidade enlre o líquido e o s6lido Cp.ar.a 
par-tículas de mesmo tamanho) é um dos falares deter-minantes no 
desempenho destes realor-es, pois com o seu aumento, a facilidade 
da fluidiz.ação decresce. Uma maior diferença enlre .as densidades 
do s6lido e do liquido per-mite a u-tilização de maiores velocidades 
de 1luidização, sem que haja o ar-raste das parliculas, o que 
permite o processamento de maior· volume de subslrato em menor 
lempo [46). 
Embora a imobilização àe células viáveis em géis hidro'lílicas 
seja uma das técnicas mais comuns e os custos de bombeamento do 
líquido sejam dinúnuídos. a difer-ença entre a densidade do meio 
fermenlativo e a partícula de gel é, ger-almenle, muito pequena, o 
que resulta em menores taxas de t.ransf'erência de massa. Além 
dislo, a es-tabilidade operacional é prejudicada, devido à pequena 
di1erença ent-re a velocidade mínima de 1luidização e a velocidade 
-terminal das partículas [37). 
Sun e Fur-usaki [10) sugerem a u-tilização de um reat-or de 
leilo fluidizado trifásico para a produção con-tínua de ácido 
acético, empregando células de Acetobacte:r aceti imobilizadas em 
gel de algina'lo. O reat-or, feit-o de policarbonato tr-ansparente, 
apresent-a 44 mm de diâmetr-o inler-no e 200 ml de volume efelivo de 
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reação, sendo utilizado um filtro de vidro esférico de 15 mm de 
diâmetro como dispersar de gás. O reator era mantido em um banho 
ter-mostáti.co~ par-a que a temperatura se mantivesse c:onst.ante em 
30°C. Maiores det-alhes do reator podem ser observados na 
Figura 11. Experimental menle ~ os autores observaram que o estado 
estacionário pôde ser mantido durante mais de 30 dias. 
2. 4. 4. Reator·es de leit-o circulant-e 
Neste caso, o conteúdo do reator movimenta-se dentro de um 
cir-cuito f'echado, o que é obt.ído at..r-avés da ins·t.alação de um 
condut..or~ que dirige o Iluxo,. o qual~ por sua vez~ pode se:;.r 
produziào por propulsores mecánicos., pela injeção de gases ou àe 
líquidos. Out-ra maneira de se conseguir eslce t-ipo de moviment-ação 
é at-ravés da construção do biorrealcor em geomet-ria anelar. Tais 
reat.ores proporei onam boa mi st.ura e aeração. As di versas 
designações dest.es reat..ores. como *'airli:ft.", indicam o meio pelo 
qual a circulação é obtida [16l. Na maioria das vezes, as células 
imobilizadas circulam pelo reaLor junLamenlce com o substraLo. 
A ut-ilização dest-es reat-ores é bastante adequada para 
biocatalisadores imobilizados em partículas de gel, uma vez que as 
mesmas são facilmenLe moviment-adas pelo fluxo de líquido, devido a 
sua baixa densidade [47l. 
Industrialmente, os reat-ores de leit-o circulante são baslcanlce 
empregados, pois são de const-rução e operação simples, envolvendo 
baixo consumo de pot-ência [37J. 
Osuga e colaboradores [9J ut-ilizaram um reator de leiLo 
circulant-e, de capacidade lcolcal de 250 ml e de 150 ml de volume de 
trabalho, para a incubação e produção continuas de ácido acéticot 
células de Acetobacter aceti imobilizadas em gel de empl"egando 
k-carragena. Um diagrama esquemát-ico deste reator pode ser 
observado na Figura 12. 
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Figura 11 - Instalação e"--perimental utilizada por Sun e Furusaki 
[ 1 OJ. 1) Reator; 2) Bomba 
Reservat.6rio de meio de cul'lura; 
Umidi1icador; 6) Filtro de algodão; 
perist.ált.ica; 
4) Rotãmetro; 
3) 
5) 
7) Cilindro de 
oxigênio e/ou compressor de ar; 8) Dispersar de gás; 
9) Saida de meio fermentado; 10) Condensador; 11) 
Entrada de meio de cultura; 12) Poço para eletrodo de 
oxigênio. 
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Figura 12 - Esquema do rea"Lor- ernp,-egado por Osuga e colabor-ado!'es 
[Q)_ 1) Aliment-ação de meio; 2) Fil"Lro; 3) Ent-rada de 
gás; 4) Salda de gás; 6) Água "Lermos"Latizada; 6) Salda 
do meio fermentado; 7) Esfera de vidro sinterizado 
para a distribuição de gás; 8) ?articulas de gel. 
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CAPÍTULO 3 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Neste capítulo, ser-ão apr-esentados os pr-incipais mater-iais e 
equipamentos, e a descr-ição da metodologia exper-imental utilizada 
no desenvolvimento de·ste tr-abalho. 
3.1. Micr-or-ganismos 
Utilizou-se quat..ro cepas distintas de microrganismos: durante 
os experiment.os. 
As linhagens íor-am mantidas lioíilizadas e em estoque na 
Coleção de Cultur-as Tr-opical, da Fundação Tr-opical de Pesquisas e 
Tecnologia "Andr-é Tosello", com o objetivo de se iniciar- cada 
exper-imenta com um i n6cul o de c ar a c ter- i sti c as se mel hant.es. Este 
íat.o não ser-ia possível com cult.ur-as est.oque de Acetobacter 
mant.idas at.ravés de repiques t.radicion.ais, devido à alta 
t.oxicidade do ácido acético produzido pelas pr6prias células, 
modiíicando suas caract.er-íst.icas microbio16gicas e íisiol6gicas 
com o decorrer das t.ransíerências, diíicult.ando a obt.enção de 
resultados reprodut.íveis. 
Assim, as cult.uras Íoram mant.idas em lot.es de ampolas da 
coleção de ser viços, CCT, cont.endo elevado volume de suspensão 
celular de alta densidade, e em ampolas da coleção de serviços, 
FTPT, cont.endo menor número de células que a anterior. 
As linhagens dos micror-ganismos lioíilizados e seus 
respectivos c6digos de identiíicação e equivalência em outras 
coleções podem ser encont.rados na Tabela 6. 
A cepa Acetobacter sp., CCT 2013, íoi isolada de caqui em 
decomposição, pela Fundação Tr-opical de Pesquisas e Tecnologia 
"'André Tosell o". 
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Tabela 6 - Linhagens e códigos de idenLi~icacão dos microrganismos 
uLi 1 i zados. 
Microrganismo Códigos de IdenLi~icação 
Acetobacter aceti CCT 1724, DSM 2002, NCIB 8554 
Acetobacter acet i CCT 0190, CIP 58.66 
Acetobacter pa.steurianus CCT 1706, NCIMB 6249 
Acetobacter sp. CCT 2013 
DSM DeuLsche Samml ug von Mi kroorgani smen und Zel kuLuren GmbH 
C Alemanha) 
NCIB 
NCIB 
NaLional CollecLion o~ IndusLrial BacLeria (Reino Unido) 
NaLional CollecLion o~ IndusLrial and Marine Bacteria 
C Rei no Uni do) 
CIP : Collection o~ the InstiLut Pasteur (França) 
3.2. Meios de CulLura 
Os meios de cultura ULilizados têm suas composições descriLas 
como se segue. 
3.2.1. Caldo manitol 
Eh~raLO de levedura C Di~co ) 
Bacto-peptona C Di~co ) 
D-manitol C Di~co) 
Agar bacteriológico C Di~co ) 
Agua destilada 
3.2.2. Meio de manutenção 
Eh~raLo de levedura C Di~co ) 
BacLo-peptona C Di~co ) 
6,0 g 
3,0 g 
26,0 g 
16,0 g 
1000,0 ml 
10,0 g 
10,0 g 
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Glicose C Reagen ) 
Ágar bac~eriológico C Difco ) 
E~anol a 95 % C Ecibra ) 
Ácido acé~ico a 99,8 % C Merck ) 
Água des~ilada 
3.2.3. Meio de pré-inóculo 
E:A--trato de levedura C Difco ) 
Peptona bacteriológica C Difco ) 
Glicose C Reagen ) 
Etanol a 95 % C Ecibra ) 
Ácido acético a 99,8 % C Merck ) 
Água des~ilada 
3.2.4. Meio de incubação 
Extra~o de levedura C Difco ) 
Pep~ona bac~eriológica C Difco ) 
Glicose C Reagen ) 
Etanol a 95 % C Ecibra ) 
Ácido acético a 99,8 % C Merck ) 
Água des~ilada 
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10,0 g 
20,0 g 
30,0 ml 
10,0 ml 
1000,0 ml 
1 o, o g 
1 o, o g 
10, o g 
20,0 ml 
1 o, o ml 
1000,0 ml 
10,0 g 
1 o, o g 
10, o g 
40,0 ml 
10,0 ml 
1000,0 ml 
3.3. Polissacarídeos para a Imobilização Celular 
Os polissacarídeos utilizados como supor~es na imobilização 
das células ~oram : 
1) k-carragena: ~ipo I. código G:1250, fornecido pela Hércules do 
Brasil Produ~os Químicos Ltda. 
2) Alginato de sódio 
Chemical Ind. Ltd. 
3) Pec~ina ci~rica 
Braspecti na S/ A. 
lote AWK 3647, produzido pela Wako Pure 
~ipo LMP 8002, código 6628, fornecida pela 
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3.4. Sais GelificanLes 
Os sais gelificanLes I oram especif'icos par-a os 
polissacar-ideos uLilizados : 
1) Clor-eLo de poLássio CKCl), de marca Ecibra, para a gelificação 
do h-carragena. 
2) CloreLo de cálcio bi -hidrê.Lado CCaCl . 2H 0), de marca SynLh, 
2 2 
para a gelificação do alginaLO de sódio e da pecLina ciLrica. 
3.5. EquipamenLos 
Os principais equipamenLos ULilizados no desenvolvimenLo 
desLe Lr-abalho for-am 
# especLr-ofoLômeLr-o modelo SpecLr-onic 70, Bausch & Lomb. 
# cr-omaLógr-afo modelo 37-D, com deLecLor- de ionização de chama, da 
InsLrumenLos CienLificos C.G. LLda. 
#coluna cr-omaLogr-áfica PAC 2626, da InsLr-umenLos CienLificos C.G. 
L L da. 
# inLegr-ador pr-ocessador- modelo CG200, da InsLrumenLos CienLificos 
C.G. LLda. 
# auLoclave hor-izonLal, marca Sociedade Fabbe LLda. 
# mesa r-oLaLória com conLr-ole de LemperaLur-a, de marca Superohm. 
# câmara de fluxo laminar, modelo VLFS-18-M, marca Veco. 
# balança analíLica, marca SauLer-. 
#balança semi-analiLica modelo B600, Micronal. 
# Lr-ansformador variador de volLagem Lipo ATV-215-M, da Sociedade 
Técnica PaulisLa LLda. 
# banho-maria ulLr-aLermosLáLico, modelo 111, da Fanem LLda. 
# cir-cula dor 
Pol y Sei ence. 
de LemperaLur-a consLanLe modelo 8000, 
# medidor de pH modelo 1500, Ingold. 
mar-ca 
# compressor de ar modelo Schulz DenLalcompressor, da MeLalúrgica 
Schulz S. A. 
# esLufa para B.O.D., da Fanem. 
#bomba peristáltica Masterflex, com variação de velocidade de 5 a 
600 rpm e vazão de 0,3 a 2,28 l/min, para mangueiras de 0,9 em de 
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diâmetro interno. 
ti medi dor de oxigênio dissolvi do modelo 53, da Y ell ow Spr i ngs 
Inst.rument Co. 
ti registrador modelo RB102, da ECB Equipamentos Científicos do 
Brasil. 
/1 bior-reat.or cilíndrico-cônico de vidro Pyrex:, de capacidade 
máxima igual a 250 ml . 
tt coluna de \.tidro cilíndricat de capacidade máxima igual a 
1540 ml. 
3.6. Instalações Experimentais 
As instalações experimentais constam basicamente do sistema 
aquecido para a imobilização celular, do sistema de caracterização 
indireta das ~~trizes de imobilização e do sistema de fermentação 
em reator de leito circulante, cujas montagens são descritas a 
seguir. 
3.6.1. Sistema aquecido para a imobilização celular 
Na etapa de confecção das partículas de gel contendo células 
imobilizadas. uti 1 i zando-se seringa hipodérmica, freqUentemen-te 
ocorrem entupimen-tos, além das diíiculdades relativas à ex"lrusão. 
Este íato ocorre principalmente quando a matriz de carragena es"lá 
envolvi da, devi do à elevada viscosidade da suspensão poli mér 1 c a a 
o 
temperaturas menores que 40 C. 
Com o intuito de facilitar e acelerar o processo de ex"lrusão, 
desenvolveu-se um sistema que permitiu o aquecimento da seringa 
durante a confecção das par'lí culas, possibilitando que se 
realizasse est..a etapa em intervalos de tempo de cerca de 10 
minutos. 
O sist.ema em questão const..a de uma seringa cirúrgica de 
vidro, de 50 ml de capacidade, envolvida por uma fita aquecedora 
de amianto. Sobre a fita, dispôs-se um tecido de gaze para o 
isolamento térmico e uma proteção plástica. 
À íita aquecedora, ligou-se um tranformador-variador de 
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voltagem, o que permitiu que se mantivesse a temperatura de cerca 
de 38°C no interior da seringa. 
3.6.2. Sistema de caracterização da estrutura porosa das 
matrizes de imobilização 
A caracterização da est.rulura porosa das matrizes de gel 
utilizadas na imobilização :foi feita indiretamente, através da 
permeabilidade dos seus leitos. 
A montagem experiment-al em escala de bancada 
esquematizada na Figura 13, sendo constituída de uma coluna de 
vidro, com altura de 40 em e diâmetro interno igual a 7 em, à qual 
se acoplou uma bomba peristáltica de vazão constante e um 
manômetro de tubo em '"U"' t utilizando como :fluido manométrico 
mercúrio. 
O leito de partículas :foi mantido :fixo através de duas placas 
porosas de sustentação, constituídas de es:feras de vidro de cerca 
de 1,5 mm de diâmetro arti:ficialmente consolidadas com 5% em peso 
de cola Araldite. Uma solucão de sacarose, de concentração 
conhecida, 
coluna. 
era alimentada continuamente na parte inferior da 
Através deste sist..ema, :foi possível obter-se dados de 
variação de queda de pressão desenvolvida ao longo do tempo. 
3.6.3. Sistema de fermentação em biorreator 
Na Figura 14, pode-se observar um diagrama esquemático do 
aparato experimental 
bi orreator. 
utilizado nos testes de :fermentação em 
A montagem consta de 
cilíndrico-cônica. o qual pode 
um 
ser 
biorreator 
visualizado 
de geometria 
em detalhes na 
Figura 15. O projeto deste reator :foi baseado no equipamento 
utilizado por Osuga e colaboradores [9), ao qual :foram adicionadas 
algumas modi:ficações, como a abertura de um poço para termômetro. 
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Figura 13 - Represen~ação esquemá~ica do sis~ema de medida de 
variação de queda de pressão ao longo do ~empo para 
lei~os cons~i~uídos por par~fculas de gel. 
1) Manômetro de t. ubo em "*U"; 2) Coluna de vidro 
parcialmen~e preenchida por particulas de gel; 3) 
Placa dis~ribuidora; 4) Bomba peristáltica de vazão 
cons~an~e; 5) Reserva~6rio da solução de sacarose. 
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Figura 14 - RepresenLacão esquemáLica do sisLema de fermenLacão 
em biorreaLor. 1) ReservaLório de meio de culLura; 
2) Bomba perisLálLica; 3) BiorreaLor; 4) Banho 
LermosLáLico; 5) Condensador; 6) Capilar indicador da 
vazão de gás; 7) Válvula reguladora de pressão; 
8) Válvula reguladora de vazão; 9) Torpedo de oxigênio 
ou compressor odonLológico. 
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Figura 15 Esquema detalhado do biorreator utilizado. 
1) Alimentação de meio de cultura; 2) Filtro; 
3) Entrada de gás; 4) Sai da de gás; 5) .Água 
termostatizada; 6) Sai da do meio f'ermentado; 
7) Placa de vidro porosa para a distribuição de gás; 
8) Partículas de gel; 9) Poço para termômetro. 
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3. 7. ~1ét.odos Analít-icos 
3.7.1. Det-erminação da concent-ração de et.anol 
A concent-ração de et.anol roi det-erminada por cromat.ogra!ia 
gasosa. As amost.r-as 
descrição que se segue 
foram previamente preparadas segundo a 
a 0~5 ml de amostra, adicionou-se 0.6 ml 
de uma solução aquosa a O, 09 ~.;; C v/v) em ácido cl or í dr i co e 4. O ml 
de á_gua dest.ilada. As condições de análise !oram as seguint.es : 
Temperat-ura do det.ect.or 175<C 
Temperat-ura da coluna : 145•c 
Temperat-ura do vaporizador 
Vazão de ar 300 ml/min 
Vazão de nit-rogênio . 30 ml/min 
Vazão de hidrogênio 34 ml/min 
3.7.2. Det-erminação da concent-ração de ácido acét.ico 
A análise do ácido acét.ico Íoi íeit.a por cromat.ograíia 
gasosa e por t.i t. ul ação com uma solução aquosa de h i dr 6xi do de 
s6dio a 0,10 N, ut-ilizando-se t-ambém Íenol!t.aleína como indicador. 
As det-erminações cromat.ográ!icas !oram íeit.as nas mesmas condições 
empregadas para a análise do et.anol. 
3.7.3. Det-erminação da concent-ração de glicose 
A glicose present-e no meio de cult.ura roi det-erminada como 
açúcares redut-ores t.ot.ais, at-ravés do mét.odo espect.ro:fot.omét.rico 
adapt-ado de Sornogyi [ 15) , descri t.o no Anexo A. 
3.7.4. Det-erminação da concent-ração celular 
A determinação da concentração celular :foi realizada por dois 
mét.odos di sti nt.os cont-agem de colônias em placas de Petr i e 
medida da 
semeava-se 
absorbância de 
uma ali quot-a de 
soluções [40]. No 
0,1 ml de amost-ra, 
primeiro caso, 
convenient-ement-e 
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diluida, na superricie de meio de manu~enção con~ido em placas de 
Pe~ri. Ap6s incubação por 72 a 96 horas em es~ura a o 30 c, 
cont.ava-se as colônias cr-escidas com o auxilio de uma lupa. Os 
resultados eram obtidos em t.er-mos de unidades f'ormadoras de 
colônias por mi 1 i 1 i tro de soluç-ão, u:fc/ml, consider-ando-se que 
cada célula \dável origi.nava uma colônia. 
No caso de células cont.i das em me i o li qui do, as di 1 ui ções 
foram :feitas em solução esléri: de NaCl a Ot25 ~C m/v ). Os géis 
de carragena con.t.endo células imobilizadas passavam por uma et.apa 
de solubilização preliminar, para que os microrganismos rossem 
liberados em solução. Para ~al, procedia-se à diluição de cerca de 
0,2 g de esreras de gel em um ~ubo de ensaio con~endo 10,0 ml de 
por 7 mi nu~ os, 
) . SubseqUen~emen~e, t.al 
à ~empera~ura de 45°C, em 
solução es~ér i l de NaCl 
suspensão era subme~ida, 
um banho ~ermos~á~ico. Ap6s es~e per-iodo, a suspensão era 
homogeneizada em agi~ador de ~ubos, ob~endo-se uma solução 
bas~an~e viscosa, a qual e r a, en~ão, conveni ent.ement.e di 1 ui da em 
solução es~ér i 1 de NaCl a O, 25 % C m/v ) e inoculada em placas de 
Pet.ri cont.endo meio de manutenção. 
A de~erminação da concent.ração celular pela medida da 
absorbância das soluções roi feit.a diluindo-se a amost.ra de 5 a 10 
vezes em água des~ilada, de maneira a se t.rabalhar na faixa linear 
aplicável ao mé~odo. A absorbância f"oi lida em espect.rofot.ômet.ro, 
a um compriment.o de onda de 600 nm. Os valores foram convert.idos 
em biomassa a~ravés de uma curva que correlacionava massa celular 
seca com a absorbância das respect.ivas soluções microbianas. No 
Anexo B, encont.ra-se a descrição det.alhada do mét.odo de ob~enção 
da massa celular seca. 
3.7.5. Det.erminação do pH 
O pH das amost.ras foi medido diret.ament.e pelo uso de um 
pHmet.ro. 
3.8. Procediment.os Experiment.ais 
Capitu[o 3 Hateriais e Hétodos -57 
3.8.1. Preparo dos meios de cultura 
Os reagentes sólidos dos meios de cul~ura C D-manitol, 
extrato de levedura, peplona, glicose e ágar ) foram solubilizados 
em água destilada, nas proporções citadas no item 3.2 deste 
capítulo, após o que f"or·am tratadas termicamente em autoclave a 
121 "c, por 15 minutos. O et.anol I oi adicionado aos me i os de 
cult-ura após a esterilização dos mesmos~ depois que estes t-ivessem 
alcançado a t.emper-at..ura ambient-e. O mesmo procedimento foi adot-ado 
para a adição do ácido acético. 
No preparo do meio de incubação para os testes referentes 
à verificação do efeito isolado do cloreto de potássio e do 
cloreto de cálcio na fermentação com células livres, adicionou-se 
estes sais de modo que se atingisse concentrações finais de até 
0,05 M dos mesmos no meio f"ermentativo. A esterilização foi 
IeiLa nas mesmas condições citadas anteriormente. 
3.8.2. Preparo do pré-inóculo 
Com o objetivo de obter suspensões mi c r obi a nas de densidade 
celular elevada, indispensável na fase de imobilização, :foram 
desenvolvi dos di versos procedi mentes, os quais estão descri tos a 
seguir. Nestes experiment.os, partia-se sempre da cultura 
liofilizada para garantir a reprodutibilidade dos resultados. 
# Procedimento A 
1) Reativação da cultura liofilizada contida em ampola tipo FTPT, 
em tubo de ensaio contendo 5,0 ml de caldo manitol, em estufa a 
30°C, por 49 horas. 
2) Repicagem da cultura reativada em tubo de ensaio inclinado, 
contendo meio de manutenção, 
horas. 
o 
e incubação em estu:fa a 30 C, por 24 
3) Inoculação de uma alçada da cultura em tubo de ensaio contendo 
• 10,0 ml de meio de pré-in6culo e incubaçâo em estu:fa a 30 C por 96 
horas. 
4) Trasferência de ~odo o volume da cultura crescida para 
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e r 1 enmeyer . de 250 ml de capacidade, cont-endo 50 ml de me i o de 
incubação. Incubação em mesa rot-at-iva a 30"c e 100 rpm, por 40 
horas. 
# Procediment-o B 
1) Reat-ivação da cult-ura lioíilizada cont-ida em ampola t-ipo FTPT, 
em t-ubo de ensaio cont-endo 5,0 ml de caldo manit-ol, em est-uía a 
o 30 C, por 72 horas. 
2) Repicagem da cult-ura reat-ivada em 70 ml de meio de manut-enção 
inclinado, cont-ido em Írasco de diluição para análise de leit-e de 
170 ml de capacidade. Incubaçãc em est-uía a 30"c, por 72 horas. 
3) Raspagem da cult-ura crescida em superíicie e suspensão das 
células em 70 ml de meio de incubação. Transíerência do mat-erial 
para erlenmeyer de 250 ml de capacidade e incubação em mesa 
rot-at-iva a 3o"c e 150 rpm, por 48 horas. 
4) Adição de 50 ml de meio de incubação. Incubação em mesa 
o 
rot-at-iva a 30 C e 150 rpm, por 24 horas. 
# Procediment-o C 
l) Reat-ivação da cult-ura lioíilizada cont-ida em ampola t-ipo FTPT, 
em t-ubo de ensaio cont-endo 5,0 ml de caldo manit-ol, em est-uía a 
30"C, por 72 horas. No caso de ut-ilizacão de ampola t-ipo CCT, a 
reat-ivação é conduzida empregando-se 10 ml de caldo manit-ol, 
dist-ribuídos em dois t-ubos de ensaio. 
2) Repicagem em 50 placas de Pet-ri cont-endo meio de manut-encão. 
o Incubação em est-uÍa a 30 C, por 72 horas. 
3) Raspagem das colônias crescidas em superíicie e suspensão das 
mesmas em 50 ml de meio de incubação. Transíerência dest-e mat-erial 
para erlenmeyer de 250 ml de capacidade e incubação em mesa 
" rotativa a 30 C e 180 rpm, por 3B horas. 
# Procedimento D 
1) Reativação da cultura lioíilizada contida em ampola tipo FTPT, 
em tubo de ensaio contendo 5,0 ml de caldo manitol. 
• •i 3o"c 80 48 50 h mesa ro .... a .... va a e 1 rpm por a oras. 
Incubação 
No caso 
em 
da 
utilizacão de cultura contida em ampola tipo CCT, a reativação é 
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conduzida empregando-se 10,0 ml de caldo manitol, distribuídos em 
dois ~ubos de ensaio. 
2) Repicagem em 50 placas de Petri contendo meio de manutenção. 
Incubação em estuía a 30°C, por 72 horas. 
3) Raspagem das colônias crescidas em superíicie e suspensão das 
mesmas em 50 ml de meio de incubaç.§_o. Transferência dest-e mat-erial 
par a er 1 enmeye-r- de 250 ml de capacidade e incubação em mesa 
rota-ti~'f~a a 30-o.C e 180 rpm, por 27 horas. 
# Procedimento E 
No caso da ut.ilização de o;;:.levados volumes de pré-inóculo, os 
aument.os de volume !"oram obtidos através da adição diária de 
100 ml de meio de incubação Íresco à cultura cbescida em 
erlenmeyer de 250 ml de capacidade, obtida através do procedimento 
D, e da 
t:rascos, 
distribuição desta suspensão celular em dois novos 
os quais eram mantidos em mesa rotativa a 30°C e 190 rpm 
por 24 horas, quando se adicionava novamente o meio de incubação 
Íresco, repetindo-se esta operação até que o volume de suspensão 
celular necessário fosse alcançado. 
3.8.3. Preparo das partículas de gel 
i mobi 1 i zadas 
cont..endo células 
O proce 
CCT 1724 env 
o de i mobí 1 i zação de células de Ace tobac te r a.ce ti 
veu t.r ês etapas básicas a obtenção da suspensão 
polimérica a ser misturada ao pré-in.6culo,. extrusão da suspensão 
resultante de,sta mistura em solução contendo sal gel i Íi cante e 
gelííicação das partículas. 
Na primeira etapa. pesava-se uma determinada massa de 
polissacarideo, de 0,51 a 1,13 g, à qual se adicionavam 19 ml de 
água destilada estéril. Mediante agitação e aquecimento até 90°C, 
obtinha-se 
polimérica 
35<C para 
uma suspensão 
era reduzida a 
a suspensão de 
homogênea. A temperatura da suspensão 
o 
40 C, no caso de géis de carragena, a 
i 3o·c -'i alg nato e a para os g .. s de 
pectina. Paralelamente, o pré-in6culo era termostatizado a 35°C. 
Misturava-se, então, 6 m1 de pré-inóculo à suspensão polimérica, e 
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homog~neizava-se com bastão de vidro. 
Na etapa subseqUente, pr·ocedia-se à confecção das partículas, 
gotejando-se a suspensão obtida através de uma seringa hipodérmica 
de 50 ml de capacidade, muni da de uma agulha de 1 mm de diâmetro 
í nt-er no, em 200 ml de uma solução aquosa esLér i 1 cont.endo o sal 
gelifícanle, sendo est.e cloreto de potássio para a ma'lriz de 
carragena, nas concent.racões d(? 0,10, 0,60 e 1,00 M, ou de cloreto 
de cálcio, a 1,00 M,no caso de se utilizar pectina ou alginato de 
sódio. 
Com este procedimento, obtinha-se partículas aproximadamente 
esféricas de cerca de 3 mm de:::~ diâmet..ro, as quais eram mant.idas 
imersas em solução de gelificar,+,e por períodos de tempo de 
o 10 minutos a 20 horas, a 10 C, em geladeira. 
Imediat.ament.e ant-es de sua ut.ilização, as part..ículas eram 
separadas da solução onde estavam imersas, por filtração, sendo em 
seguida lavadas com 200 ml de água destilada a 10°C, para a 
remoção do excesso de gelificante. 
Todas as etapas eram realizadas assepticamente. 
3.8.4. Testes para a seleção da cepa 
A determinação da produtividade das cepas de CCT 0190, CCT 
1706, CCT 1724 e CCT 2013, ao longo do tempo, foi feita de acordo 
com a descrição que se segue. Para cada cepa testada, partindo-se 
de um inóculo celular obtido segundo o procedimento B descrito 
neste capitulo, inoculou-se um frasco tipo fernbach de 2,8 1 de 
capacidade, contendo 400 ml de meio de incubação, com 100 ml de 
suspensão mí crobi an.a, com o i nt.ui t.o de se obter uma boa aeração 
durante o cultivo. Cada frasco foi devidamente tampado com um 
rodilhão de algodão estéril. Os eÀ~erimentos foram conduzidos em 
mesa rotativa a 3o•c e 150 rpm, por 185 horas, onde se acompanhou 
as variações de concentração celular, por leitura da absorbância, 
e de ácido acético, por titulação potenciométrica. 
O critério de seleção da cepa foi baseado nas curvas obtidas 
ao se graficar a taxa de produção especifica de ácido acético 
versus o tempo de fermentação, considerando-se que a linhagem que 
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se apresen~asse, por maior ~empo, produzindo ácido acé~ico a ~axas 
especíricas razoavelmen~e elevadas, seria a mais adequada. 
3.8.6. Mé~odo de ob~enção da curva de variação da ~axa 
especírica de produção de ácido acé~ico com o ~empo de 
ferment..ação 
A ~axa especírica de produção de 
cepa ~es~ada roi ob~ida calculando-se 
ácido acético, ~ • para cada 
p 
o valor da derivada da curva 
de sín~ese de produto, em pontos discretos, e de sua subseqUente 
divisão pelo valor da concen~ração celular corresponden~e a es~e 
pon'lo, obtido da curva traçada para o crescimento celular. 
Repetindo-se est.e procedimento para diversos ~empos de 
rermen~ação, obtém-se a curva de variação da ~axa especírica de 
produção de ácido acé~ico com o tempo. 
3.8.6. Testes para a avaliação do ereito das concen~rações de 
cloreto de potássio, cloreto de cálcio, e~anol e ácido 
acético no processo !ermen~a~ivo 
Os ensaios para a determinação do ereito isolado da presença 
destes compostos sobre a produção de ácido acético por células de 
Acetobacter aceti CCT 1724 !oram conduzidos em erlenmeyers de 
260 ml de capacidade, con~endo 46 ml de meio !ermentativo 
i n=ul ados com 5 ml de suspensão celular, ob~ida segundo o 
procedimen~o D, descrito nes~e capí~ulo. 
Os meios rermentativos apresentavam a composição básica do 
meio de incubação, ao qual se adicionou ou subtraiu os compos~os 
citadosJ variando-se suas concentrações, em cada frasco, de acordo 
com as Tabelas 7 a 10. 
Todos os ensaios !oram conduzidos em mesa rotativa a 200 rpm 
e 30 C, sendo in~errompidos ap6s 72 horas. An~es e ap6s as 
fermentações, ret..irou-se amost.ras para a determinação das 
concen~rações de ácido acé~ico. 
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Tabela 7 - Composição do ferment-a t-i vo. Var-iação 
concent-ração de cloreto de potássio no 
incu cão. 
Ensa_ 1 I 2 3 4 5 
Cone. de KCl (mM) 0,0 I 10 . 20 30 40 
meio 
6 
50 
Tabela 8 - Composição do meio f'e-ment.at.i vo. Var-iação 
concent-r-ação de et.anol no meio de incubação. 
Ensaio Cone. de Et.anol Cg/l) 
1 2,5 
2 10,4 
3 18,3 
4 26,2 
5 34,1 
6 42,0 
7 49,9 
8 57,8 
g 65,7 
10 81.5 
da 
de 
da 
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Tabela 9 - Composição do meio :fermenta ti vo. Variação da 
concen~ração de clore~o de cálcio no meio de incubação. 
Ensaio 1 2 3 4 !3 6 
Cone. de CaCl CmM) 
2 
o.o 10 20 30 40 !30 
Tabela 10 - Composição do meio :fermenta ti vo. Variação da 
concentração de ácido acético no meio de incubação. 
Ensaio Cone. de k. Acético Cg/l) 
1 3,2 
2 8,3 
3 12,7 
4 17,7 
!3 22,8 
6 27,9 
7 33,4 
8 42,8 
g 63,!3 
10 83,3 
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3.8.7. Testes para a verificação da influência do polímero e 
do meio de gelificação na atividade do biocalalisador 
Tais experimentos for-am realizados ut..ilizando-se massas de 
1,02 g de carragena ou peclina cítrica, e de 0,51 g de alginalo de 
sódio, o que corresponde a 4t25% e 2~13 ~~ Cm/v)~ respecLivament.e. 
A confecção das partículas de gel foi feita segundo o procedimento 
descrito no item 3.8.3 deste capítulo. Para os lestes de avaliação 
da atividade dos biocatalisadores, inoculou-se frascos erlenmeyers 
de 250 ml de capacidade, contendo 60 ml de meio de incubação, com 
15 ml de partículas de gel. As fer-mentações foram conduzidas em 
o 
mesa rot.at..i va a 180 rpm e 30 C, por 212 horas. No decorrer das 
ferment.ações, avaliou-se as concent.rações de ácido acét.i co. 
Paralelament-e, foi conduzida uma ferment.ação com bact.érias livres 
em solução, com a mesma concent.ração celular inicial que os 
ensaios envolvendo géis. 
3.8.8. Test.es para a avaliação do desempenho do 
biocat.alisador, ut-ilizando-se carragena como suport.e 
de imobilização 
Os ensaios subseqüent..es, onde foram ut-ilizados géis de 
carragena, :foram conduzidos em erlenmeyers de 250 ml de 
capacidade, cont.endo 40 ml de meio de incubação inoculados com 10 
ml de part.ículas de biocat.alisador. As :ferment.ações :foram 
realizadas em mesa rot.at.iva a 200 rpm e 30°C. 
3.8.9. Test.es para a avaliação dos e:feit.os das variáveis da 
imobilização na est.rut.ura :final do suport.e 
Est.es ensaios foram conduzidos ut-ilizando-se a mont.agem 
experiment-al descrit.a no it.em 3.6.2 dest.e capítulo, lendo-se como 
base o :falo de que o escoamento de soluções aquosas de sacarose 
at.ravés de leit.os de géis fragiliza as part.ículas pelo acesso 
dest.e açúcar ao int.erior das mesmas, fragilizando suas est.rut.uras 
e t.ornando-as mais suscept.iveis à deformação. Assim, lei t.os 
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cons~i~uidos de par~ículas de gêis podem ser carac~erizados 
a~ravês das permeabilidades a~ingidas em es~ado es~acionário, uma 
vez que o inverso da permeabilidade represent.a a resist.ência. ao 
escoamento no meio poroso. 
Os gêis ~es~ados !oram ob~idos segundo a me~odologia descri~a 
no i~em 3.8.3 des~e capí~ulo, u~ilizando-se células de Acetobacter 
aceti CCT 1724 não viáveis. 
o empaco~amen~o do lei~o de par~ículas subme~idas à 
carac~erização !oi f'ei~o colocando-se um volume adequado C 50 ml ) 
de pelle~s de gel, de composição def'inida, no in~erior da coluna. 
A solução de sacarose, a 1,5% Cm/v), era alimen~ada con~inuamen~e 
na parte inferior da coluna com uma vazão inicial muit.o baixaJ a 
qual era man~i da a~ê que a coluna es~i vesse compl e~amen~e c hei a. 
Es~e procedimen~o inicial minimizava a. !ormação de bolhas de ar no 
in~erior do lei~o. Em seguida, a vazão era regulada para 
16,13 ml/s e os dados de queda de pressão eram cole~ados ao longo 
do Lempo, por cerca de 150 minuLos. 
A deLerminação da permeabilidade do lei~o era obLida ap6s a 
esLabilização da deformação, aplicando-se a lei de Darcy. A queda 
de pressão relaLiva ao sisLema sem par~ículas de gel era 
desconLada do valor LOLal. Para o escoamenLo a vazão cons~an~e. a 
queda de pressão é uma função da permeabilidade do lei~o : 
onde 
À? : queda de pressão 
& viscosidade do f'luido 
q vazão de escoamenLo do fluido 
L comprimen~o do lei~o 
k permeabilidade do leiLo 
A área da secção ~ransversal do lei~o 
(9) 
3.8.10. Testes para a avaliação do efeito da imobilização na 
respiração celular 
As taxas de respiração celular foram medidas a 3o·c. 
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utilizando-se um eletrodo polarográfico para a determinação do 
consumo de oxigênio, segundo a Lécnica desenvolvida por Paz [48). 
,As amostras, contendo células livres ou imobilizadas, foram 
adicionadas às soluções-teste previamente aer-adas e 
t.ermost.atizadas contidas na cubeta de medida. As taxas de consumo 
de oxigênio !oram medidas em cubet.a fechada, imediatamente após a 
imobilização celular, incluindo-se a etapa de gelificação, de modo 
que o crescimento mi crobi ano fosse desprezível neste intervalo de 
tempo. 
O cálculo da taxa específica máxima de respiração celular foi 
feito tomando-se o valor máximo da derivada da curva de decréscimo 
percentual de concentração de oxigênio dissolvi do em solução ao 
longo do tempo. Este valor foi obtido através da inclinação do 
trecho linear da curva citada, sendo dividido pela massa total de 
células presentes em solução. Na Figura 16, são apresentadas as 
curvas típicas de consumo de oxigênio obtidas para células livres 
e imobilizadas. 
100 
Concentração 
de Oxigênio 050 
C% de satur-ação) 
o 
A 
·~. 
\ 
... o 10 
Tempo Cmin) 
Figura 43 - Curvas típicas de consume de oxigênio por 
livres C A) e imobilizadas em carragena C 
3o·c. 
B 
20 
células 
B ), a 
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3. 8. 11. Método de cálculo da conversão de etanol 
produção de ácido acético 
e da 
A fração conver'lida, x ~ de 
E 
et.anol. ou simplesmente 
conversão, foi definida como a fração de reagente converti da em 
ácido acético. Como a oxidação de um mol de et.anol origina um mol 
de ácido acético [5), tem-se qc..Je 
onde : 
NA número de moles 
p 
NE número de moles 
o 
NE número de moles 
Assim, 
ou 
onde : 
NA = NE - NE 
p o 
produzidos de ácido acético. 
iniciais de 0i:-anol. 
de et.anol, em um determinado 
X 
E 
X = 
E 
NE 
o 
NA -NA 
o 
NE 
o 
(10) 
tempo. 
(11) 
(12) 
NA número de moles de ácido acético, em um determinado tempo. 
NA número de moles iniciais de ácido acético. 
o 
Para se obter a conversão percentual de etanol, basta que se 
multiplique x por 100 %. 
E 
3.8.12. Cálculo do rendimento global 
O rendimento global, y • 
P/X 
massa de ácido acético formado, 
entre livres e imobilizadas, n , 
X 
foi definido como a razão ent-re a 
m, p e o número de células t..ot.ais, 
presentes no sistema compost.o por 
40 ml de meio de incubação e 10 ml de partículas de gel, ou por 
50 ml de meio de incubação inoculado, no caso de fermentações com 
células livres. 
Capitu~o 3 
Cálculo da massa de ácido acético formado 
A massa de ácido acético formado por litro de meio de 
incubação~ 
onde : 
M, 
p 
pode ser calculada pela seguinte relação : 
M = X * CE .. PM P E o P 
x fração de etanol convertido. 
E 
(13) 
CE concentração inicial de etanol no me i o de cultura C mol /l). 
" PM - peso molecular do ácido acético. 
p 
Corrigindo-se o valor calculado para o volume de meio 
presente durante a fermentação, obtém-se 
m = VMr * M C14) p p 
com 
VMI = 40*10-3 l, para sis~emas com células imobilizadas, 
ou 
VMI = 60*10-3 1, para sistemas apenas com células livres. 
Cálculo do número ~otal de células presentes no sis~ema 
Como a densidade dos géis obtidos é bas~ante próxima da 
unidade. não sOfrendo variações significa~ivas duran~e os ensaios. 
o número ~o~al de células em sis~emas com microrganismos 
imobilizados é dado por 
onde : 
n = Cr * 10 g gel + Cs * 40 ml 
X 
Ct concen~ração de células imobilizadas Cufc/g gel). 
Cs concentração de células suspensas no meio 
Cufc/ml). 
C16) 
de cultura 
Para ensaios envolvendo apenas células livres em solução : 
n =Cs*60ml 
X 
3.8.13. Tes~es do sis~ema de fermentação em biorrea~or 
(16) 
O sistema de fermentação em biorreator foi testado nas 
condições experimentais descri~as como se segue. Nestes ensaios, 
foi adicionado o an~iespuman~e indus~rial FG10, para evi~ar perdas 
do meio de cul~ura pela produção de espuma. 
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3.8.13.1. FermenLações com células livres 
Para a avaliação do efei'lo da pr-essão par-cial de oxigênio no 
processo fermenlativo, inoculou-se biorreat.ores de geomet.ria 
descrita nest.e capítulo, contendo 140 ml de meio de incubação, com 
10 ml de suspensão de Acetobacter aceti CCT 1724. A concenLração 
inicial de células nos biorreaLores :foi de 3*107 u:fc/ml. Um dos 
reatores :foi alimenLado com oxigênio puro~ out.ro com ar 
comprimi do. Em ambos os casos,. a vazão dos gases :foi Jr.anti da em 
" 230 ml/min, e a tempe-ratura de reação, em 34 C. Paralelament-e :foi 
conduzi da uma Ierment.aç:ão em mês a rotativa a o 180 rpm e 34 C, em 
erlenmeyer de 250 ml de capacidade, cont-endo a mesma quanLidade de 
meio inoculado. 
3.8.13.2. Ferment-ações com células imobilizadas 
Em uma et.apa preliminar, :foram conduzidos alguns ensaios em 
biorreaLor ULilizando-se uma rot.ina experimenLal semelhanLe à 
adoLada por Osuga e colaboradores [9), para os microrganismos A. 
aceti. CCT 0190, A. pasteu:rían-us CCT 1706 e A. acetí CCT 1724, 
cujos i nócul os :foram obt.i dos segundo o procedi menLo A descri LO 
nesLe capit-ulo, da ordem de 105 u:fc/ml. A imobilização celular 
envolveu maLrizes conLendo 3,0 % Cm/v) de k-carragena, de marca 
Sigma, Lipo III-C1263, geli:fícadas em solução de KCl a 2,0% 
a por 20 horas. SubseqUentemente à et-apa de 
imobilização, inoculou-se o biorreaLor, conLendo 137 ml de meio de 
incubação, com 13 ml de parLiculas de gel. As :ferment-ações :foram 
conduzidas nas seguint.es condições 
Vazão de aliment-ação de oxigênio = 230 ml/min. 
Vazão de alimenLação de meio de incubação = 137 ml/h. 
TemperaLuras de reação= 30 e 34•C, para cada cepa. 
Est.as condições :foram manLidas por 72 horas, e a part-ir desLe 
per iodo, o meio de incubação :foi subsLi t.uido por um meio de 
produção, à vazão de 54 ml/h, conLendo 0,2 X Cm/v) de glicose, 
0,2 % (m/v) de pepLona e 0,2 % Cm/v) de exLraLo de levedura, além 
de 1,0% Cv/v) de ácido acéLico e de 4,0% Cv/v) de eLanol a 95 %. 
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Em lestes subseqUenles, imobilizou-se células de Acetobacter 
aceti CCT 1724 Cinóculo de 2,8*107 u:fc/ml) em matrizes contendo 
4,3 Cm/v) de k-carragena de mar-ca Hércules do Brasil, 
geli:ficadas em solução aquosa de KCl a 1,0 M, por 10 minutos. O 
biorrealor, contendo 137 ml de meio de incubação :foi inoculado com 
13 ml de parlí cul as de gel. A :fermentação :foi conduzida em 
descontínuo, com vazão de alimentação de oxigênio de 230 ml/min e 
temperatura de 3o"c, alé que se observasse o desprendimento de 
células da matriz, detectado através da turvação do meio de 
cultivo, segundo a indicação de Sun e Furusaki [10l. A partir 
des~e momen~o, alimen~ou-se o sis~ema com o meio de produção cuja 
composi cão f oi descri t..a anterior mente,. a uma vazão de 58 ml /h, por 
60 horas, mantendo-se as outras condições constantes. 
Em um ensaio adicional, inoculou-se o biorrealor, contendo 
180 ml de meio de incubação, com 20 ml de partículas de gel de 
k-carragena, de marca Hércules do Brasil, a 3,6 % Cm/v)' 
preparadas a partir de um inóculo de 3*107 u:fc/ml. A matriz :foi ~ 
geli:ficada em solução aquosa de KCl a 1 'o M, a 
o 10 C, por 10 
minutos. Paralelamente a est.e ensaio, :foi conduzida uma 
:fermentação em biorrealor idêntico, com células livres, na mesma 
concentração microbiana que o experimento envolvendo células 
i mobi 1 i zadas. As condições experimentais destas 
descontínuas são descritas como se segue 
Vazão de alimentação de oxigênio = 307 ml/min. 
Temperatura de reação = 30"c. 
:fermentações 
No decorrer deste e:;.q)erimenlo, acompanhou-se a variação de 
concentração de células livres em ambos os reatores, bem como as 
variações de concentração de glicose. et.anol e ácido acético. 
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CAPÍTULO 4 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. Desenvolvimen~o e Padronização de Metodologia para a 
Obtenção do Inóculo Celular 
Uma das e~apas de maior dificuldade durante o desenvolvimento 
do ~rabalho experimen~al foi a ob~enção de um inóculo microbiano 
que apresen~asse concentracão celular adequada aos ensaios que se 
pretendia realizar. 
Em experimen~os preliminares, u~ilizou-se o procedimen~o A, 
descri~o no i~em 3.8.2 do capi~ulo "Ma~eriais e Mé~odos" des~e 
~rabalho, para a ob~enção do inóculo celular. Tal procedimen~o foi 
baseado no ~rabalho de Osuga e colaboradores [9J e, a~ravés dele, 
ob~eve-se, nes~e ~rabalho, inóculos com concen~rações celulares da 
ordem de 104 a 105 ufc/ml, que se mos~raram insatisfa~órios tan~o 
aos processos de imobilização como aos de fermentação, por 
conduzirem a fases adaptativas "lag" excessivamen~e longas. Desta 
forma,. tornou-se primordial a obtenção de inóculos mais 
concentrados e que conduzissema fases "lag" mais cur~as. 
Com o objetivo de se preparar suspensões celulares mais 
densas, sem a necessidade de centrifugação, e de acelerar a etapa 
de prc,paração do inóculo, foram introduzidas as modificações 
descritas como procedimentos B, C e D, no capitulo 2 deste 
trabalho. Tais al~erações, constando principalmente de repiques 
das cul t.uras na superf'icie do meio de manutenção,. conduziram a 
inóculos mais concent.rados, pois a quantidade de oxigênio 
disponível para o crescimento microbiano é bastan~e grande para 
cul~ivos em superfície, favorecendo a reprodução de células 
aeróbicas, como as de Acetobacter. Os resul~ados obtidos com as 
me~odologias ci~adas podem ser observados na Tabela 11. Os limi~es 
inferiores e superiores das concentrações celulares ob~idas 
referem-se a inóculos resul ~antes de ampolas li po FTPT e CCT, 
respec~ivamen~e. 
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Tabela 11 Concentrações celulares e tempos 
preparação do inóculos~ segundo os 
B, C, D e E. 
dispendidos 
procediment-os 
Procediment..o Tempo (h) Concent.ração Celular C u:fc/ml) 
A 208 da ordem de 104 - 105 
B 216 da ordem de 106 
c 180 da ordem de 107 - 10° 
D 147 da ordem de 107 - 109 
E 171 da ordem de 106 
na 
A, 
Ut-ilizando-se os procediment-os B e E para a obt.enção de 
inóculo, observou-se uma sensi vel redução na f'ase de ada.pt.ação 
microbiana duran~e as f'erment.ações, se comparada às alcançadas com 
as out.ras met.odologias. Tal :fat.o deve-se, provavelment-e, às 
sucessivas adições de meio de cult.ivo às suspensões microbian.as, 
provocando uma eÀ~osicão gradat.iva e mais prolongada das mesmas a 
elevadas concent.rações de ácido acét.ico. Dest.a :forma, foi possível 
obt.er i nócul os mais adapt.ados ao ácido acét.ico, capazes de 
suportar condições eÃ~eriment.ais mais drásticas, ainda que os 
mesmos não se apresentassem t.ão concent.rados ao final do 
pré-cul t.i vo. 
O procediment-o D apresent-ou-se bast.ant.e reprodut.ivel, sendo, 
ent.ão adot.ado quando se necessit-ava de um volume de at.é 50 ml de 
i nócul o celular , enquant.o que o procediment-o E :foi ut.ilizado 
quando se requeria volumes de at.é 100 ml de suspensão celular. 
4.2. Ferment.ações com Células Livres 
4.2.1. Verificação da produt.ivid.ade dos mi crorg.ani smos 
utilizados e de suas c.ar.aclerist.icas :ferment.alivas 
APÓS a inoculação dos meios ferment.at.ivos: com as cepas a 
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serem t-estadas, isoladamente~ retirou-se amost-ras periódicas do 
caldo fermentado. As variações ao longo do tempo das concentrações 
celulares e de ácido acét.ico podem ser avaliadas pelas curvas 
representadas nas Figuras 17 a 20. 
Pode-se observar, em todos os casos, uma fort.e assoei ação 
entre o crescimento da população bacteriana e a produção de ácido 
acético. Nota-se também, nas f'erment.ações com todos os 
microrganismos, a presença de duas fases logarítmicas distintas 
tanto para o crescimento celular, como para a 
acético. 
produção de ácido 
Por um certo período de tempo, durante a primeira :fase de 
crescimento, as células se reoroduziram a uma velocidade 
aproximadamente constante, após o que são notados os efeitos 
inibitórios da presença de ácido acético no meio de cultura, pela 
diminuição nas taxas especificas de produção de ácido acético. O 
:final da primeira :fase de crescimento expressa a adaptação das 
células às elevadas concentrações de ácido acético no meio de 
cultura. Após este período, há um novo aumento nas taxas de 
crescimento celular e de síntese de ácido acético. 
Estes resultados são similares aos obtidos por Mor i e 
colaboradores [45], que observaram perfis semelhantes nas curvas 
de crescimento celular de Acetobacter rancens ao longo do tempo, 
para concentrações i ní c i ais de ácido acét.ico superiores a 
17,6 g/1. 
A produtividade dos microrganismos testados :foi avaliada com 
base nas curvas de variação das taxas específicas de :formação de 
ácido acético ao longo do tempo, as quais podem ser observadas no 
Anexo C, nas Figuras A1 a A4. Selecionou-se a cepa Acetobacter 
aceti CCT 1724 para os eÀ~erimentos posteriores, por esta linhagem 
apresent.ar-, durante o maior intervalo de tempo, menores 
decréscimos nas: taxas específicas de produção de ácido acético, 
indicando uma síntese de produto satisfatoriamente estável ao 
longo do tempo, embora não se tenha alcançado, com esta cepa, os 
maiores valores absolutos de ~ , se comparado p 
outros microrganismos:. 
aos: obtidos com os 
No Anexo D, pode-se observar a morfologia das células e das 
Capitv.l.o 4 
Figura 17 
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colonias obtidas com 
logo após a etapa de 
a cepa CCT 1724. Esta linhagem 
r·eativação da ampola liofilizada, 
apresent..a, 
coloração 
rósea para o Les~e de Gram sendot portanto, Gram-negativa, como se 
pode avaliar na Figura F1. Depois de cerca de 200 horas em meio de 
incubação, as células podem apresentar um resultado positivo para 
o teste de Gram, tornando-se roxas. Esta variação não é incomum 
para as células de Acetobacter [4]. Na Figura F2, observa-se que 
as colônias formadas são aproximadamente circulares e de coloração 
bege. As células isoladas, por sua vez, têm a íorma aproximada de 
bastonetes cocóides, ocorrendo geralmente aos pares. 
4.2.2. Efeito da concentração inicial de et-anol 
fermenta t-i vo 
no processo 
A Figura 21 mostra as variações de produção de ácido acético 
em função de diferentes níveis de concent-rações iniciais de elanol 
no meio de incubação, para fermentações em erlenmeyers com 
Acetobacter aceti CCT 1724, conforme procediment-o descrit-o no ilem 
3.S.6 desle trabalho. 
A faixa ótima de concentrações iniciais de etanol 
34,1 
para 
g/1. 
a 
A produção de ácido acét-ico localiza-se ent-re 10,4 a 
partir da concent-ração inicial de elanol de 34,1 g/1, há um nilido 
decréscimo na produção de ácido acético, a qual se estabiliza em 
um valor mínimo para concentrações superiores a 57~8 g/1. 
Mori e Terui [44) obt-iveram resultados similares, observando 
que as laxas especificas máximas de produção de ácido acélico para 
Acetobacter rancens foram verificadas na faixa de concentrações de 
et-anol compreendida ent-re 20 e 30 ml/1. 
4.2.3. Efeito da concentração inicial 
processo Ierment..atívo 
de ácido acélico no 
A Figura 22 mostra as variações de produção de ácido acético 
em função de diferent-es niveic 
compost.o no meio de incubação. 
com Acetobacter aceti CCT 1724, 
de concent-rações iniciais dest-e 
para fermenlaç5es em erlenmeyers 
conforme procediment-o descrit-o no 
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item 3.8.5 deste trabalho. 
Os dados eÃ~erimentais indicam que a produção de ácido 
acético é crescente para concentr-ações iniciais de até 8,3 g/1 
deste composto em solução. Para concentrações superiores a esta~ a 
síntese de ácido acético decresce signilic,:-::d,.ivament.e, permanecendo 
estável em valores próximos a 3 g/1, o que caracteriza uma f"orte 
inibição de sua produçã.o pela presença de elevadas concent.rações 
de ácido acético. 
Assim, a inibição pelo ácido acét.ico é bem maior que a 
observada por etanol, o que indica que esta cepa não é adaptada à 
presença de elevadas concentrações de pr·oduto no me i o de cultivo 
testado. 
4.2.4. Ef"eito das presenças isoladas de cloreto de potássio e 
de cl oret.o de cálcio no pr.::ocesso íerment.ati vo 
Diversos autores sugerem a suplementação do meio f"ermentativo 
com o sal gelif"icante empregado na conf"ecção dos pellets contendo 
células imobilizadas, para garantir a estabilidade quimica e a 
integridade mecânica do gel f"ormado ( 8, 10, 14, 30 ]. 
quantidades adicionadas são bastante variáveis, alcançando amplas 
faixas, 
cálcio 
(14l. 
como 0, 5 g/1 de CaCl * 2 
2 
(30J e 11,1 g/l de CaCl 
2 
H O (3,4 mM) para o alginato de 
2 
C200 mM) para a pectina citrica 
As curvas apresentadas nas Figuras 23 e 24 mostram as 
variações de produção de ácido acético em f"unção de dif"erentes 
concentrações iniciais de cloreto de potássio e de cloreto de 
cálcio no meio de incubação, para lermentações em erlenmeyers com 
Acetobacter aceti CCT 1724, conforme procedimento descri~o no item 
3.8.5 deste trabalho. Os resultados obtidos indicam que o efei~o 
inibitório dos íons potássio é bem menor que os dos ions cálcio na 
produção de ácido acético, para concentrações maiores que 20 mM 
destes sais no meio fermentativo. No intervalo de concen~rações de 
cloreto de cálcio de 0,0 a 20 mM, este sal funciona, 
aparentemente, como um a~ivador, aumentando a produção de ácido 
acé~ico. 
Capitulo 4 RG<sul tados e- Discuss-ão - 7G 
20.0 ,-----------------, 
~ 
.::: 
.. 
:15.0 
~ 
'il 
~ 
o 
., 
~ 10.0 
• .,
• .. f 50 
10 20 JO 40 50 60 
C<>ncentraofto de KCl (mll} 
Figura 23 - Inrluência da concen~ração inicial de clore~o de 
po~ássio na produção de ácido acé~ico por Acetobacter 
aceti CCT 1724, para rermen~ações em frascos agi~ados 
a 200 rprn e a 30°C. 
25.0 
~20.0 
o 
il 
.., 
.'! 15.0 
• :!! 
~ 
• 
"' 1 o.o 
• .. 
.. 
~ 
1 • 5.0 
Figura 24 - Influência da concen~racão inicial de clore~o de 
cálcio na produção de ácido acé~ico por Acetobacter 
aceti CCT 1724, para fermen~ações em frascos agi~ados, 
a 200 rpm e 3o"c. 
Capituto 4 Resultados@ Discussão- 80 
4.3. Experimen\.,os com Células Imobilizadas 
4.3.1. Carac\.,erização dos efeiLos da imobilização celular no 
processo fermentativo 
O conheci ment.o da 
i mobi 1 i zação celular é 
influência das variáveis envolvidas 
de f"undament.al import-ância para 
na 
a 
preparação de um bioca'lalisador que apresente um bom desempenho. e 
embora alguns ~ipos de palissacarídeos tenham sido extensivamente 
uLilizados para esLe fim, há pouca uniformidade nas condições de 
imobilização ciLadas pela liLeraLura. DenLre as diversas variáveis 
que Lêm efei\.,o comprovado na form~ação da ma\.,riz des\.,e Lipo de 
suporLe, e na a\.,ívidade do biocaLalisador, t.,est.,ou-se as que esLão 
relacionadas nos itens que se seguem. 
Como regra geral. tanto as Ie~mentações com células livres ou 
imobilizadas em géis hidrofilicos apresen\.,aram uma longa fase 
logaríLmica, como pode ser observado na Figura 25, com a divisão 
desLa fase de cresciment.,o em duas eLapas. MuiLas vezes, no 
enLanLo, não é possível a observação des\.,e Lipo de perfil, devido 
ao número resLri Lo de ponLos experimenLais. O aLraso da 
fermenLação conduzida com células imobilizadas em relação às 
livres em solução pode ser e:>..-plicado pelos efeiLos de 
transferência de massa intraparticula. 
DuranLe a f"erment..açãot 
transparentes para opacas e 
desprendimenLo de células do gel, 
as partículas passaram de 
esbranquiçadas, havendo o 
verificado através de turvação 
do meio, avaliações microscópicas e contagem de células viáveis, 
realizadas em amos~ras do sobrenadante. 
A produção de ácido acético foi porLanto, resul Lante do 
trabalho de células livres e imobilizadas. Osuga e colaboradores 
[QJ e Sun e Furusaki [10) fizeram observações similares, noLando a 
presença simultânea de células suspensas e imobilizadas em 
reatores operando continuamente, com células de Acetobacter aceti 
imobilizadas em matrizes de 1<-carragena e de alginaLo, 
respecLi vamente. 
No Anexo D, nas Figuras F3 a F5, pode-se observar claramente 
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Células imobilizadas em 
matrizes contendo 4,25 % de carragena, geliíicadas em 
solução de KCl a 1,0 M, por 10 minutos. 
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o crescimen~o bacteriano nas regiões peri~éricas e na super~icie 
do gel, com a íormação de pequenas colônias após cerca de 100 
horas de incubação em mesa rotativa a 30"c e 200 rpm. Este tipo de 
crescimento foi verificado por diversos autores [9, 10, 23, 24, 
32, 31, 481, sendo devido à maior disponibilidade de nutrientes, 
principal mente, de oxigênio. nestas regiões. Dest.a forma, nas 
part.es centrais não ocorre o desenvolvimento de colônias t-ão 
robust-as como as encontradas nas pr-oximidades da superfície da 
partícula. 
A redução do coeficiente de difusão de diversas subst-âncias 
para o interior de partículas de gel íoi est-udada por alguns 
pesquisadores [ 25, 28, 39), sendo mais acent-uada quant-o maior a 
concent-ração de polissacarídeo. Este comport-ament-o é just-ificado 
pela diminuição do t-amanho dos poros com o aument-o da concent-ração 
de polímero, limit-ando a difu~ão de substrat-os e produt-os. 
4.3.1.1. Influência do t-ipo de suport-e 
A aplicabilidade consagrada de diversos polímeros nat-urais e 
sint-ét-icos como mat-rizes para a imobilização de células viáveis 
mot-ivou o est-udo da ut-ilização de géis hidrof'ílicos à base de 
k-carragena. pect-ina cit-rica e alginat-o de sódio. Os experiment-os 
f'oram conduzidos segundo as condições descrit-as nos it-ens 3.8.3 e 
3.8.7 do capit-ulo de "Materiais e Mét-odos" dest-e t-rabalho, 
utilizando-se percent-uais de pect-ina e 
2,13 :Y. para o alginato de sódio 
carragena de 4,25 % e 
C concentração t-ot-al 
de 
de 
polissacarídeo na mat.riz). uma vez que. com est..as composições. 
obtém-se suspensões de polímeros de 
A concent-ração do inóculo empregado foi 
viscosidades semelhant-es. 
6 de 1,6*10 ufc/ml. 
Como pode ser vist-o na Figura 26, os efeit-os da imobilização 
na atividade biocatalít-ica dos microrganismos são bem mais 
acent-uados para os géis de pectina e alginat-o que para o gel de 
carragena. IsLo se deve, provavelment-e, à inibição causada pelos 
íons cálcio present-es obrigat-oriament-e nas mat-rizes dos géis de 
pect-ina e alginat-o, uma vez que os ef'eitos inibidores dos agenLes 
de gelif'icação foram comprovados experiment-almenLe com células 
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Fermenta cão 
Fer'ment..ação Suport-e Concent-ração de poli mero C%) 
1 - -
2. Pect.ina Cítrica 4,2.5 
3 k-Carragena 4,2.5 
4 Alginat.o de Cálcio 2,13 
Figura 26 - Inrluência do t-ipo de polissacarideo empregado como 
suport-e de imobilização na conversão de et.anol a ácido 
acético por células de Acetobacter aceti CCT 1724, 
após 2.12 horas de rermentação 
30"c. Concent-ração do inóculo 
em frasco, a 180 
1, 6W1 0 6 ufc/ml. 
rpm e 
,-
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li "VTes:, sendo mais brandos no caso dos íons pot-ássio, para 
concenLrações acima de 20 mM. 
Outro possivel motivo para estas variações nas atividade-s-
biocaLaliLicas é a provável di~erença enLre as esLruLuras porosas 
das matrizes lormadas. das quais dependem a difusão dos subst.rat.os 
e a ~acilidade de desprendimenLo das células do gel. 
Comparando-se o desempenho das células nos vários géis, 
obLidos com concenLrações de geli~icanLe de 1,0 M e Lempo de 
geli~icação de 10 minuLos, pode-se observar que o suporLe de 
carragena o~ereceu melhores condições para. o crescimenLo das 
células de Acetobacter aceti em seu int.eriort e que o sistema é 
basLanLe sensivel à salinidade. SuporLes de pecLina e alginaLo, se 
geli~icados em condições mais br-andas, provavelmente permiLirão 
melhor crescimento das células em suas matrizes. 
4.3.1.2. In~luência da concenLração inicial de células 
A concentração celular um ~ator deLermi nant.e na 
imobilização de células de Acetobacter aceti. Soment.e a part.ir de 
concenLrações iniciais da ordem de 106 uf'c/ml é que se obLeve 
tempos razoáveis de ""lag" no processo e um bom crescimento 
microbiano nos dif'erent.es géis. 
Os resultados apresentados nas Figuras 27 e 28 !'oram obt.idos 
com concenLrações de células da ordem de 106 uf'c/ml, inóculo 
diluido, e uf'c/mi, inóculo concent.rado. Observando-se a 
produção de ácido acét.ico com o t.empo, verií'ica-se que, para o gel 
de carragena, a estruLura porosa não limita o suprimento de 
O)dgênio e de nutrientes para as células. As direrencas dos níveis 
de conversão nas 212 horas de fermentação !'oram devidas às mais 
prolongadas !'ases "lag" para o inóculo diluído, e às elevadas 
Lax.as de evaporação do etanol ao longo do experimento. 
Para o suport.e de pecLina, no entanLo, os baixos valores de 
conversão de et.anol obt.idos, praticamente dent.ro do erro 
experimenLal, não permitiram conclusões dest.a nat.ureza, embora a 
conversão de ácido acét.ico Lenha sido ligeirament-e superior no 
caso do inóculo diluido, quando comparado ao concent.rado. 
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Fermentacão 
Ferment-ação Suport-e Inóculo Concent-ração de polímero (%) 
1 PecLina Concent-rado 4,2!3 
2 Pect-ina Diluído 4,2!3 
3 Carragena Concent-rado 4,2!3 
4 Carragena Dilui do 4,2!3 
5 AlginaLo Concent-rado 2,13 
6 Alginat-o Diluído 2,13 
Figura 27 - Inrluência da concent-ração do inóculo empregado na 
imobilização de Acetobacter aceti CCT 1724, em géis de 
pecLina, carragena e alginat-o, na conversão de eLanol 
a ácido acéLico, após 212 horas de rerment-acão em 
rrasco, a 180 rpm e 3o·c. Inóculo concent-rado 
1,6*107 urc/ml; in6culo diluído 1,6*106 urc/ml. 
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Figura 28 - Inrluência da concen~ração do in6culo no perril de 
conversão de e~anol a ácido acé~ico por células de 
Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas em direren~es 
géis hidrorilicos. Fermen~acões conduzidas em rrascos, 
o 
a 180 rpm e 30 C. Concen~racões de polissacarideos : 
pecLina : 4,25 %, carragena = 4,26 % e alginaLo de 
sódio = 2,13 %. 
concen~rado = 
6 1, 6><1 O urc/ml. 
Concent-rações 
1 ,6><107 urc/ml, 
celulares 
inóculo 
in6culo 
diluido = 
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O suporte de alginato de s6dio não permitiu o crescimento 
signi:ficativo das células em suas matrizes, provavelmente devido 
às condições agressivas da etapa de preparação. 
Assim~ nos experimentos subseqüent.es. empregou -se i nócul os 
com concent..rações celulares superiores a 1*107 ulc/ml, a fim de 
se evitar longas Iermenlações, onde inevitavelmente haveria 
acentuada perda de substrato por evaporação do etanol. 
4.3.1.3. In:fluência do meio de geli:ficação 
O meio de geli:ficação tem um e:feito marcante na estrutura do 
suporte, o que resulta em apreciável in:fluência na atividade do 
biocatalisador. Para o teste dos efeitos do meio de geli:ficação, 
solubilizou-se o agente, geli:ficante em água destilada ou em meio 
de incubação. de modo que ambas as soluções ~ivessem concentrações 
:finais de 1,0 M em cloreto de potássio ou cloreto de cálcio. Tais 
ensaios tiveram por objetivo proporcionar às células um ambiente 
menos hostil durante a etapa de geli:ficação, mantendo-se o mesmo 
e:feito do agente geli:ficante, de :forma que as erlensas :fases "lag" 
de crescimento celular e produção de ácido acético observadas 
durante o processo :fermentativo :fossem reduzidas. Os experimentos 
:foram conduzidos segundo as condições descritas nos itens 3.8.3 e 
3.8.7 do capit-ulo de "Materiais e Mét-odos" deste trabalho. 
Dos resultados apresentados nas Figuras 29 e 30, pode-se 
observar os maiores valores de conversão de etanol obtidos nos 
experimentos onde o agente geli:ficante :foi diluido em meio de 
incubação. Durante os ensaios~ observou-se que o crescimento das 
células no gel :foi bastante acent-uado, bem como a liberação de 
microrganismos no meio de cult-ura. Assim, pelo per:fil das curvas 
de produção de ácido acético com o tempo, observa-se que houve 
maior cor.~~ibuição das células livres em relação às imobilizadas, 
sem redução aparente da erlensão da :fase "lag ... Embora o 
crescimento celular tenha sido :favorecido nest-as condições de 
gelificação, a estabilidade das matrizes obtidas é bastante baixa, 
resultando em grande fragmentação dos géis, o que torna sua 
utilização pouco adequada. Desta f'orma. nos experimentos 
Capitulo 4 
100 
80 
õ 
~ 60-
"' 'ti 
o 
.. E 40-
., 
.. 
8 
20 
1 2 
Res·ul tados e Discussão - 88 
3 
Fermenta cão 
4 
Fermentação Suporte Geli:ficante 
1 Pectina CaCl / Água 
2 
2 Pectina CaCl / Meio de Cultura 
2 
3 Carragena KCl / Água 
4 Carragena KCl / Meio de Cultura 
~···· 
Figur.,;> ;>g - In:fluência do tipo de diluente do agente geli:ficante 
na conversão de etanol a ácido acético após 212 horas 
de :fermentação em :frasco, a 180 rpm e 30"c, por 
células de Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas em 
géis de carragena e pectina, 
polimero. Concentração 
6 1, 6M1 O u:fc/ml. 
do 
contendo 4,25 Y. de 
inóculo celular 
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Figura 30 - Influência do Lipo de diluenLe do agenLe gelificanLe 
no perfil de conversão de eLanol a ácido acéLico, ap6s 
212 horas de fermenLação em frasco, a 180 rpm e 3o·c, 
por células de Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas 
em géis de carragena e pecLina, conLendo 4,25 % de 
polímero. ConcenLração 
6 1 , 6lof1 O uf c/ml . 
do in6culo celular 
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conduzidos posteriormente, optou-se 
gelificante em água destilada. 
pela diluição 
4. 3.1. 4. Influência do tempo de gelificação, da 
de polissacarideo e da concentração 
gelificante 
do agente 
concent.ração 
do agente 
Cheetham e colaboradores ( 29]. i mobi 1 i zando células de 
Saccharomyces uvarum em géis de alginato de cálcio, observaram a 
influência da concentração de polissacarídeo e a existência de uma 
relação tempo de gelificação-concentração de gelificante no 
processo de formação da matriz polimérica. Com géis 
pode-se observar- o mesmo fenômeno. Processos 
de carragena~ 
rápidos d.,. 
g.,.lificação, da ordem de minutos, envolvem elevadas concentrações 
de KCl , enquanto que, par a soluções de .?""1 i f i cante mais di 1 ui das, 
é nec.,.ssário um maior tempo para que a reação se complete. Quando 
a gelificação ocorre apenas parcialmente, a região central da 
partícula tende a permanecer mais fluida que a sua superfície. 
Desta forma, com o intuito de se avaliar os efeitos destas 
variáveis na atividade dos biocatalisadores :formados, testou-se 
di:ferentes condições de geli:ficação, obtendo-se as curvas de 
variação de conversão de etanol com o tempo expressas pelas 
Figuras AS a A12, no Anexo C. As condições de realização dos 
experimentos são citadas nos itens 3. 8. 3 e 3. 8. 8, utilizando-se 
concentrações de 3, 63 e 4, 71 
que~ nest..a :faixa, existe 
% de 
uma 
carragena 
diferença 
na matriz, uma 
significativa 
viscosidades das suspensões poliméricas obtidas. 
vez 
nas 
A análise dos resultados, os quais podem ser observados nas 
Figuras 31 e 32, foi feita em relação à conversão de etanol e à 
concentração de células livres, que se desprenderam do gel, ao 
:final do ensaio. 
?ara uma mesma concentração de geli:ficante e um mesmo tempo 
de g.,.li:ficação, variando-se a concentração de polímero, observa-se 
que os per f i s de produção de ácido acéti co são pouco 
di:ferenciados, quase sempre havendo um retardo nas primeiras horas 
para os géis cont.,.ndo maior massa d.,. polissacarideo. Assim, ao 
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FermentaoAo 
F'erment.acão Concent.racão de Concent.racão Tempo de Carragena C~.) de KCl 00 Geli:ficacão 
1 3,63 1,00 10 minut.os 
2: 3,63 1,00 60 minut.os 
3 3,63 0,10 14 horas 
4 3,63 0,10 2:0 horas 
5 4, 71 1,00 10 minut.os 
6 4, 71 1,00 60 minut..os 
7 4, 71 0,10 14 horas 
8 4, 71 0,10 2:0 horas 
Figura 31 - In:fluência da concent.racão de carragena, do t.empo de 
gelificação e da concent.racão da solução de KCl na 
conversão de et.anol por células de A. aceti CCT 172:4 
imobilizadas, após 119 horas de :ferment.acão conduzida 
""OO 30•c. em :frasco, a ~ rpm e 
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Fermentação 
Ferment-ação Concent-ração de Concent-ração Tempo de Carr-agena 00 de KCl 00 Gelif'icação 
1 3,63 1,00 10 minut.os 
2 3,63 1,00 60 mi nut.os 
3 3,63 0,10 14 horas 
4 3,63 0,10 20 horas 
5 4, 71 1,00 10 minut.os 
6 4,71 1,00 60 minut.os 
7 4, 71 0,10 14 horas 
8 4, 71 0,10 20 horas 
Figura 32 - Inf'luência da concent-ração de carragena, do t.empo de 
gelificação e da concentração da solução de KCl na 
liberação de células de A. aceti CCT 1724 de mat.rizes 
gelif'icadas em dist.int.as condic5es, ap6s 119 horas de 
f'erment.ação conduzida em frasco, a 200 rpm e 30"C. 
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:final de 119 horas de :ferment-ação, praticament-e não se observa 
variação na conversão de et-anol com a concenLração de polímero. A 
liberação de células no meio f"ermentativo, no ent-anto, f"oi um 
pouco mais acent-uada para géis cont-endo maiores concentrações de 
polímero, devido ao :fato de que maiores quantidades de polímero 
originam géis com dif"erenles características estrurais. 
Avaliando-se o e:feito dos di:ferentes tipos de geli:ficação na 
conversão de etano1 obtida ao :final de 119 horas de :fermentação, 
as matrizes geli:ficadas de maneira rápida 
menores, possivelmente devido à di:ferença 
apresentam valores 
estrut-ural existent-e 
entre estas e as geli:ficadas lentament.e, com di:ferent.es 
dist-ribuições de tamanhos e quantidades de poros. 
Embora haja uma sensível di:ferença entre os valores de 
conversão de etanol para as geli:ficações rápidas e lentas, 
mantendo-se f"ixa a concentração do polímero, não se observa 
variações apreciáveis da conversão com o tempo de geli:ficação, 
para a mesma concentração de KCl, apesar dos per:fis das curvas 
serem um pouco distintos. 
Para os biocatalisadores geli:ficados lent-amente C em soluções 
cont.endo KCl na concent-ração de 0,1 M), ao :final do período de 
:ferment-ação, observou-se um maior nível de liberação de células, 
se comparado ao obt.ido com mat.rizes geli:ficadas de maneira rápida. 
Experimentalment-e, observou-se também uma maior :fragment-ação 
dest.as mat.rizes, o que conduz à diminuição nos e:feit.os de 
transferência de massa. 
A variação do tempo de geli:ficação para o processo rápido, 
prat-icamente não envolvendo concent-rações de KCl de 1,0 M, 
in:fluencia a liberação de células e a conversão :final de et.anol. A 
1 i ber ação celular , par a ma t.r i zes gel i f' i c a das 1 ent-amente, é, no 
ent-ant-o, a:fet.ada por esta variável. 
Assim, pode-se est-abelecer que as variáveis que mais af'et-am o 
sistema são a concent-ração do agente gelif'icant-e e a concentração 
de polímero. A variação da concent-ração de polímero influi 
diretamente 
viabilidade 
na estrutura f'inal da 
celular. A concent.r ação 
matriz, pouco 
de gel i f' i cant.e, 
a:fet.ando a 
no entanto, 
a:fet.a est.es dois parâmet-ros de maneira bastant-e marcada. 
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Para se avaliar apenas o eíeito da concenLração de polimero 
na estrutura da mat.riz, realizou-se um experimento onde o 
percentual de carragena variou em uma Iaixa mais ampla, entre 1,5 
e 4,6 ~-{, mantendo-se a concentração do gelif'icant.e e o t.empo de 
geli:ficação em 0,5 M e 2 horas, respectivamente, de maneira a 
submeter as células a e:fei tos deletérios equivalentes durante o 
processo de geli:ficação. 
A con:fecção de matrizes de carragena contendo 1,5 % de 
polímero resultou em partículas sem :formato de:finido, similares a 
pequenas placas pouco espessas que, quando lavadas com água 
estéril para a retirada do excesso de gelilicante, eram rompidas, 
dando origem a uma suspensão bastante viscosa e homogênea. Assim, 
a imobilização utilizando géis com esta composição e nestas 
condições não é adequada a processos que envolvam células retidas 
em matrizes rígidas, por resultar em um suporte pouco estável. 
Para as matrizes restantes, obteve-se os resultados, em 
termos de concentração :final de células livres e imobilizadas, que 
podem ser avaliados na Tabela 12. 
Embora alguns autores não recomendem a enumeração de células 
viáveis contidas em partículas de gel [47l, devido à di:ficuldade 
de se se par ar as mesmas da matriz, a técnica desenvolvi da no 
decorrer deste trabalho mostrou-se adequada aos prop6si tos de se 
obter contagens comparativas entre biocatalisadores contendo 
células de Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas em k-carragena. 
Em testes prel i rn.i nar-es, observou-se que, submetendo-se uma 
suspensão de células de Acetobacter acet i CCT 1724, de 
concentração conhecida, às mesmas condições utilizadas durant..e a 
técnica de enumeração microbiana no gel, obtinha-se uma di:ferenca 
de cerca de 10 % entre as duas determinações, indicando que, ao 
processo de dissolução das partículas, associa-se uma parcela do 
deletério observado~ embora este valor seja pouco 
si gni :fica ti vo .. 
A conversão de e~anol em ácido acético diminuiu com o aumen~o 
do percentual de polímero, provavelmente devido aos efeitos de 
trans:ferência d"" massa das subsUl.ncias dissolvidas no meio de 
cultura para o interior da partícula e da di:fusão dos produtos 
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formados na maLriz para o meio fermentaLivo. 
Como pode ser observado na Figura 33, construída a partir dos 
dados da Tabela 12, a capacidade de retenção de células no 
interior do gel é mais elevada para matrizes que contenham maior 
percentual de polímero. A liberação de células no meio de cultura, 
por outr,o lado, é bastante acentuada para o gel contendo 2,25 % de 
carragena em sua composição~ permanecendo praLicamenLe consLanLe 
para as matrizes restantes. Este fato pode ser explicado pela 
baixa esLabilidade desta matriz durante o processo fermentativo, 
onde se observou excessiva fragmentação das partículas, 
ocasionando o aumenLo de sua área super~icial e, conseqUentemenLe, 
uma maior remoção das células crescidas na superfície do gel. 
Embora a conversão de e~anol tenha diminuído com o aumento do 
percentual de polímero, o rendimento global específico, Yp/x, foi 
mais elevado para a maLriz conLendo 3,75% em carragena, indicando 
que as células estariam metabolicamente mais ativas nesLa matriz. 
Assim, concenLrações de polímero na faixa de 3 a 4 % originam 
matrizes com as esLruturas 
razoável retenção celular, 
desprendimento microbiano. 
mais 
alto 
adequadas, 
rendimento 
4.3.2. Caracterização de leitos constituídos 
de géis hidrofílicos 
onde se 
global 
alcança 
e baixo 
por partículas 
No sentido de se verificar a influência da estrutura das 
matrizes tesLadas na esLabilidade do biocatalisador, foi feita a 
caracLerização de leiLos constiLuidos por partículas de géis, uma 
vez que os métodos convencionais utilizados na catálise química 
não são aplicáveis a estes suportes. DesLa forma, com a 
metodologia aplicada, é 
indiretamente a estrutura 
possível se 
porosa destas 
caracterizar global 
matrizes. Devido a 
e 
sua 
própria natureza, os géis possuem baixa resistência mecânica, e o 
acesso de determinadas subsLâncias, como a sacarose, ao seu 
interior, fragiliza algumas de suas esLruLuras, tornando-os mais 
suscepti veis à deformação e, conseqUentemenLe, al Ler ando a 
permeabilidade do meio poroso. 
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Tabela 12 - ResulLados dos LesLes de ÍermenLação em Írascos, a 
Cone. de 
carr.agena 
C% m/v) 
0,00 
2,25 
3,00 
3,75 
4,50 
200 rpm e 30°C por 87 horas com células de 
Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas em géis de 
carragena. onde se variou a concen~ração de polfmero 
na maLriz, mant-endo-se a concent-ração de KCl em 0,5 M 
e o t-empo de geliíicação em 2 horas. 
i n6cul o ceJ ul ar : 1 *1 O 7 uÍc/ml. 
Concentração do 
Concentração íinal de células Células Conversão 
Totais de Etanol 
Gel Cuf'g/g gel) Suspensas Cuíc/ml) Cuíc) (%) 
-- 1. 3*10
7 6,5*109 41,33 
1.2* 105 2,6*107 1. 0!*101> 44,25 
2~0*105 5,6!*106 2,3!*109 40,61 
2.1*10!5 4, 6!*10 6 1,9!*108 39,86 
4,7*10 5 7,0!*106 2,9*108 38,78 
Total de células = Concentração de células imobilizadas * 10 g + 
Concentração de células suspensas * 40 ml. 
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Figura 33 - Influência da concen~ração de polímero no rendimen~o 
global específico CYp/x), na re~enção de células nas 
par~ículas de gel de carragena e no desprendimen~o de 
células das matrizes gelificadas por 2 horas em 
solução de KCl a 0,5 M, ao 
fermentação em frascos agitados 
Concentração do in6culo celular 
final 
a 200 
de 87 
rpm e 
h de 
3o·c. 
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A permeabilidade rinal do lei~o de par~ículas pode ser ob~ida 
a~ravés da aplicação da lei de Darcy ao sis~ema, depois que se 
tiver alcançado o est.ado estacionário. 
carga relativa à coluna sem part.iculas, 
descontando-se a 
a qual roi de 
perda de 
400 }l/m2 
para o escoament-o da sol uç:ão de sacar os e a 1, 5 %,_ a uma vazão de 
16,13 ml/s. Assim, quan~o menor a permeabilidade do lei~o. maior a 
resistência ao escoament-o da solução. 
Inicialmente, realizou-se alguns eÀ~eriment.os visando-se o 
desenvolvimen~o de uma me~odologia experimen~al adequada, onde as 
pari.J culas subme'li das à caracter i zaç:ão eram di spost..as em uma 
coluna de vidro, de rnaneira a íormar um leit.o fixot através do 
qual se escoava uma solução de sacarose. A escolha da sacarose 
~eve por base o rat-o de que o sist-ema em ques~ão apresen~ou-se 
mais sensível a es~e compos~o que à glicose ou ao etanol. 
apresentando vari.:..ções mais signiricativas da queda de pressão 
desenvolvida e em menores ~empos de ~es~e. Variáveis como volume 
de gel, ~empo de ensaio, vazão e concentração da solução de 
sacarose t-iveram seus níveis de tes~e padronizados em uma e~apa 
preliminar de calibração, tendo como crit.érios a preservação da 
estabi 1 i da de do 1 e i ~o e a sensi bi 1 i da de nas medi das de queda de 
pressão. 
Para lei~os de mesma porosidade e ~rabalhando-se a uma mesma 
vazão de solução de sacarose~ observou-se que o volume de 
part.ículas de gel não inrluencia subs~ancialmen~e o perril de 
variação da queda de pressão, como ilus~ra a Figura A13, que pode 
ser observada no Anexo C. Desta rorma, optou-se pelo emprego de um 
volume de par~ículas de 50 ml, resul~ando em um lei~o de 1,7 em de 
altura. 
Os resultados obtidos indicaram que a sensibilidade do lei~o 
à derormação depende principalmen~e da concen~ração da solução de 
sacarose, como indica a Figura A14, no Anexo C. Assim, a 
concenLração da solução deve ser inrerior a 2% Cm/v). para eviLar 
o colapso do lei to. A vazão da solução de sacarose, dentro da 
raixa ~es~ada, por ou~ro lado, pouco inrluenciou nos perris de 
derormação do lei~o. como mostra a Figura A15, no Anexo C. 
O ~empo de ~es~e. considerado como o período no qual as 
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variações nos valores de queda de pressão t.ornaram-se 
aproxi madament.e const.ant.es. Íoi 1 i mi t.ado em 150 mi nut.os, uma vez 
que se verilicou experiment.alment.e que este int-ervalo era 
suficiente para que as condições previamente estabelecidas lossem 
satisíat.oriament.e at-ingidas. 
A presença do leit.o Íixo de part-ículas de gel result-ou nos 
comportamentos típicos apresentados na Figura 34. Para um mesmo 
gel, de acordo com a vazão e a concentração da solução de 
sacarose. a queda de pressão no 1 e i t.o aumentava gradativament-e, 
até at.ingir um valor aproximadament-e const.ante (curva a) ou 
alcançar um máximo absoluto (curva b), onde se observava a 
rompimento das partículas e o colapso do leit.o, caracterizado pela 
diminuição abrupt-a da queda de pressão. Estas observações 
evidenciam a distribuição da sacarose entre a solução e o gel, e o 
seu eíeito na íragilização das partículas, como sugerido por o~ 
Cheetham e colaboradores [29J. 
Com os dados obt.idos, pode-se sugerir a ocorrência de dois 
tipos distintos de escoamento um, externo às partículas que 
compõem o meio poroso, e outro, int.raparticula. No início do 
experiment-o, pequenas quedas de 
escoament-o é, preíerencialment.e, 
aumento da queda de pressão, a 
i ntraparti cul a também aumenta. 
pressão 
externo 
parcela 
devido 
est.ão envolvi das e o 
às part-ículas. Com o 
r ela t-i v a ao escoamen"'lo 
ao desenvolviment-o de 
caminhos preíerenciais ocasionados por modiíicações na 
porosa dos géis. Assim, mat.rizes com poros maiores 
estrutura 
t.endem a 
or-iginar leitos mais permeáveis, por serem mais facilmente 
deíormáveis, desde que a análise seja íeit.a para leit.os estáveis, 
sem que ocorra o seu colapso. 
Quando ocorre a estabilização da queda de pressão, as 
cont-ribuições para o escoamento t.otal do íluxo interno e externo à 
particula permanecem inal t.eradas, indicando uma conseqUente 
est.abilização das macro e micro estruturas que compõem o meio 
poroso. 
O sist.ema íoi t.est.ado em ensaios com part-ículas de gel 
preparadas em diversas condições, obtendo-se períis distintos de 
queda de pressão em função do tempo, indicando que a concent-ração 
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Tempo 
Figura 34 - Compor~amen~o ~ípico dos perfis de queda de pressão 
cb~idcs em função do ~empo. 
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de polímero, o tempo de gelificação 
gelificante são variáveis importantes na 
e a concentração de 
formação da estrutura 
porosa dos géís, como se pode observar na Tabela 13 e nas Figuras 
A16 a A21, no Anexo C. 
4.3.2.1. Efeito do tipo de polissacarídeo nos 
queda de pressão 
perfis de 
Na Figura A15, no Anexo C, pode-se avaliar a influência do 
tipo de polímero empregado na confecção de partículas de géis, do 
ponto de vista da resistência oferecida ao escoamento da solução 
de sacarose. Pode-se nolar que os géis de alginato e de pectina9 
nas condições testadas, apresentam características bastante 
semelhantes, o que indica que suas estruturas internas são 
equivalentes. O mesmo não se observa para o gel de carragena, que 
apresenta, ao longo de toda a curva, valores mais elevados de 
queda de pressão, caracterizando maior resistência ao escoamento 
e, conseqUentemente, maior deformação das partículas. 
4.3.2.2. Efeito da presença de células nos perfis de queda de 
pressão 
Testes 
células de 
utilizando-se 
Acetobacter 
géis de carragena 
imobilizadas em seu 
contendo ou não 
interior foram 
conduzidos e seus resultados podem ser observados na Figura A17, 
no Anexo C. 
Embora os micr-organismos não est.i vessem viáveis, houve, uma 
estabilização mais rápida dos processos deformativos no caso de 
géis contendo células em seu interior, além do fato de se 
constatar maiores valores de permeabilidades para estes leitos. 
4.3.2.3. Influência do meio de gelificação nos perfis de 
queda de pressão 
A presença de meio de incubação juntamente com o agente 
gelificante na etapa de gelificação da matriz de carragena tem um 
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Tabela 13 - Permeabilidades dos leiLos obLidos com parLiculas de 
gel de carragena, pecLina e alginato de cálcio, depois 
de esLabilizado o processo de de~ormação. 
Concentração Concentração Tempo de- Pe-rme-abilidade 
Políme-ro de- poli mero de ge-li~icante geli~icação *1011 Cm2 ) C% m./v) (),!) Cmin) 
) 
carragena 4,25 1. o 10 2,299 
carragena 4,25 1.0 60 1,370 
carragena 4,25 0,5 120 2,588 
carragena 4,25 0,1 840 2,908 
carragena 4,25 0,1 1200 3,314 
carragena 2,63 1. o 10 4,191 
carragena 2,13 1 'o 10 6,785 
carragena 4,25 1,0 .... 10 1,926 
carragena 4,25 * 1. o 10 1,296 
pecLina 4,25 1 'o 10 2,767 
alginato 2,13 1. o 10 2,688 
• ausência de células 
•• KCl diluído em meio de cultura 
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ef'eit.o marcante nas car.act.erísticas :finais do suport..e, como já f'oi 
comprovado ant.eriormente ao se tes'Lar a .at.ividade do 
biocat-alisador. 
Na Figura A18, no Anexo C, est-ão represent-adas as curvas de 
queda de pressão obt-idas para part-ículas geliÍicadas em presença 
ou não de meio de cult-ura. Pode-se observar que as perdas de carga 
desenvolvidas ac lo,",·' do t-empo Íoram bem maiores quando da 
gel i f' i cação em presença de me i o de cultura~ o que vem a conf' i r m,;:. r-
a menor resistência mecâ~ica destes 
eÃ~licado pela provável formação de 
géis. Tal 
estrut-uras 
Íat-o pode ser 
mais frágeis, 
devido à complexa interação química envolvendo o polimero e os 
component-es do meio ferment-at-ivo. 
4.3.2.4. EÍeit-o da concent-ração do agent-e gelifioant-e e do 
t-empo de geliÍicação nos perÍis de queda de pressão 
Para as géis caracterizados, a resistência das partículas ao 
escoament-o aument-a com a elevação do t-empo de geliÍicação em 
solução a 1,0 M, como se observa na Figura A19, no Anexo C. Dest-a 
forma, matrizes mais extensivamente polimerizadas apresentam uma 
t-endência crescent-e à deÍormação, o que é ilust-rado, na mesma 
figura, pela acent-uada elevação dos valores de queda de pressão ao 
longo do t-empo. Assim, o escoament-o int-rapart-ícula da solução de 
sacarose representa uma parcela significativa do escoamen~o 
global para os géis mais rígidos. aumen~ando os valores de queda 
de pressão no sis~ema. 
Para geliÍicações em solução de KCl a 0,1 M, observa-se que, 
para o t-empo de 14 horas, há uma t-endência ao colapso do leit-o, 
causado pela perda acentuada da forma inicial das part-ículas. Est-e 
comport-ament-o é ilust-rado pela int-ersecção das curvas da Figura 
AZO do Anexo C e pelo aument-o crescent-e da perda de carga com o 
t-empo, para a mat-riz gelificada por 14 horas. 
4.3.2.5. Efeit-o da concent-ração de polímero nos perfis de 
queda de pressão 
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Na Figura A21, no Anexo C, pode-se observar a inf'luência da 
concent.r ação de polímero em géi s de c ar r agena gel i f' i c a dos por 1 O 
minuicos em solução de KCl a 1.0 M. Quanico maior a concenicração de 
maior a perda de carga desenvolvida no leiico de 
partículas. Tal resultado indica queJ para pariciculas menos 
rígidas~ ou seja, que con'Lenham menor concent.ração de carragena, 
os valores f'inais de permeabilidades são maiores devido à maior 
con~ribuição do escoamen~o da solução de sacarose a~ravés do 
interior das partículas, e não somente ao redor das mesmas, o que 
evidencia dif'eren~es dis~ribuições e ~amanhos de poros. 
A permeabilidade é, enicão, um méicodo adequado para se es~udar 
a es~ru~ura porosa de ma~rizes de gel, variando com as dif'eren~es 
condições de preparação dos supor~es. 
4.3.3. Avaliação do processo de gelif'icação no desempenho 
global do biocaicalisador 
A par~ir dos resul~ados obicidos nos experimenicos an~eriores, 
pode-se observar que, no processo de imobilização, o percen~ual de 
polímero na ma~riz af'e~a apenas a es~ru~ura do supor~e, não 
influindo subs~ancialmen~e na viabilidade celular. O tipo de 
gelif'icação, rápido ou len~o. no enican~o. pode af'e~ar a ambas. 
Assim, a avaliação conjun~a do ef'ei~o da es~ru~ura da ma~riz 
e da viabilidade celular, medida logo após o ~érmino do processo 
de i mobi 1 ização, no desempenho do bi oca~al isador pode ser f' e i i., a 
variando-se o ~ipo de gelif'icação a que é subme~ido o supor~e. 
man~endo-se a concen~ração de polímero cons~anice. 
Des~a f'orma, realizou-se um conjun~o de experimen~os onde se 
uicilizou 4.25 % de carragena para a conf'ecção de cada gel, nas 
mesmas condições descri~as nos i~ens 3.8.3 e 3.8.8, e ~es~ou-se 
gelif'icações em soluções de KCl 1,0 M, 0,5 Me 0,1 M, com t-empos 
de e>--posi ção de 1 O mi nu~ os, 2 horas e 14 horas, respect-i vament.e. 
Os resul icados es~ão apresent.ados 
inóculo de concen~ração igual 
nas Tabelas 14 e 
8 
a 1,0*10 uf'c/ml 
15, para 
e t-empo 
um 
de 
r e r ment.ação igual a 72 horas. Concomi t-ant.ement.e a est.es ensaios, 
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realizou-se uma Iermenlação com células livres, com a mesma 
concentração inicial de microrganismos daquelas envolvendo 
bac~érias imobilizadas. 
A avaliação do desempenho dos biocat.alisadoresJ em t.ermos da 
permeabilidade dos leitos dos géis ut.ilizados nestes ensaios. pode 
ser íei~a na Figura 35. 
Dos resul ~a dos apresen~ados na Tabela 14, pode-se observar 
que a viabilidade celular diminui imedia~amen~e após o processo de 
i mobi 1 i zação. Se não houvesse eíei~o dele~ério sobre os 
mi cr-orgahi smos, a concentração celular permanecer i a em 'torno de 
? 2,4*10 ufc/g de gel. Des~a forma, o dano causado às células pelo 
processo de gelificação, embora exis~en~e. é aproximadamen~e igual 
para ~odos os géis, sendo um pouco mais acen~uado para 
concen~rações de KCl de 0,5 M e 2 horas de ~empo de gelificação. 
Após a fermen~ação, como se pode observar na- Tabela 15, as 
bac~érias apresen~aram um desenvolvimen~o significan~emen~e melhor 
nas ma~rizes gelificadas de maneira mais rápida. A liberação de 
células, no en~an~o. foi mais acen~uada na ma~riz gelificada 
len~amen~e. 
ma~rizes. 
o que evidencia diferenças es~ru~urais en~re as 
A fermen~ação com células livres em solução conduziu a 
conversões de et.anol em ácido acét.i co um pouco mais elevadas, 
embora ~enha sido mui~o próxima da ob~ida por células imobilizadas 
de maneira len~a. As células imobilizadas em KCl 0,5 M, por 2 
horas, por sua vezt apresentaram a conversão mais baixa, devido 
aos ereitos de tranlerência de massa. 
A Figura 35 indica que há uma faixa in~ermediária ó~ima de 
condições de gelificação, onde pode-se ob~er um bioca~alisador com 
elevado desempenho, represen~ado pelo rendimen~o global alcançado 
por células livres e imobilizadas, com elevada re~enção celular na 
matriz e estrutura porosa adequada, e'•:pressa pelos valores de 
permeabilidade ob~idos nestas condições. Não se pode, no entanto, 
garantir que para uma mesma permeabilidade, ob~ida em condições de 
preparação diferentes das uU lizadas, se obtenha o mesmo 
desempenho do bioca~alisador. 
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Tabela 14 - Dados de concentrações iniciais de células 
imobilizadas·em géis de carragena. con~endo 4,25% em 
polímero, imediatamente após a gelificação em 
dilerenLes condições, para um inóculo de concentração 
igual a 1*108 ufc/ml. 
Cone. KCl (M) Cone. Celular Cuf'c/g gêD 
1. o 5,3*10 6 
0,5 2, 9*106 
0,1 
Tabela 15 - Rêsultados obtidos, em termos de concentração celular 
e de conversão total dê et-anol, para células 
imobilizadas em diferentes concentraçõês de KCl, em 
distintos tempos de gelificação, em matrizes contendo 
4,25 % dê carragena, após 72 horas de fermentação. 
Fração de Células Total Conversão 
Ensaio Retidas tl.atriz de de na Células Etanol 
(~0 Cufc) (%) 
Gel/KCl 1,0}41 6 2.0 .. 10"' 38,61 
Gel/KCl 0,5H 24 6,9 .. 108 31,54 
Gel/KCl 0,1H 1 2,3 .. 10"' 52,79 
Cél. Livr-es - 2, 0*1 o" 54,93 
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4.3.4. Efeit-o da imobilização na r-espir-ação celular-
A ver-ificação desica influência foi feita em r-elação às duas 
variáveis mais relevantes. no processo de i mobi 1 i zação de células 
de Acetobacter aceti CCT 1724 em géis de car-r-agena concent-r-ação 
de gelificant-e e concent-r-ação de polímer-o. 
Suspensões de células li .. .rres foram caracterizadas, 
apresent-ando t-axas linear-es de consumo de oxigênio at-r-avés de 
m .. 'i .. ensas faixas de concentr-ações de oxigênio dissolvi do no me i o. 
Apenas a baixos percentuais de saturação é que as t..axas de consumo 
de oxigênio for-am r-eduzidas. Ensaios conduzidos com células 
imobilizadas, cont-endo a mesma quantidade de biomassa que um 
e:>.:per-imenLo onde for-am ut-ilizadas células livr-es, apr-esent-ar-am 
faixas um pouco menores onde as ~axas de consumo de oxigênio foram 
linear-es, indicando uma limit-ação no supr-imento de oxigênio, além 
de menores valor-es das t-axas iniciais de r-espir-ação micr-obiana. 
Comport-ament-os similares foram observados por- Scot.t. e 
colaborador-es [ 28 J, para células de Streptom.yces cLavuLieerv.s 
imobilizadas em géis de k-carr-agena. Os aut.ores suger-em que a t.axa 
de difusão ext-erna de oxigênio do meio par-a a par-t-ícula, 
junt.ament.e com a t.axa de difusão int.rapar-t.icula, possa não ser- t-ão 
elevada de maneira a supr-ir- as células com uma concent-ração de 
oxigênio suficient.e para per-mit.ir- que a respir-ação celular ocor-ra 
em sua taxa máxima. 
De maneir-a a reduzir- os efeitos de t-ransferência de oxigênio 
no i nt.er i o r das par t.í cul as , uti 1 i zou-se concent.r- ações de 
k-carragena nas matrizes razoavelmente baixas, de 3,0 %. para que 
se pudesse avaliar o efeit.o liquido dos diferent.es pr-ocessos de 
geliíicação na respiração celular~ Géis contendo 4,6 % em 
car-r-agena foram t-ambém ut.ilizados, par-a se avaliar- o efeit-o do 
percent-ual de polissacarideo na t.ransferência de oxigênio. 
Na Tabela lô, estão representados os resultados obtidos para 
os processos de gelificação rápida e lenta, bem como o efeito da 
concent.r-ação de polímer-o na t.axa de respir-ação celular-. 
Apesar do númer-o restrit.o de pontos, observou-se que, para 
todos os géís t.est.ados, a r-edução na t-axa máxima de r-espiração 
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Tabela 16 - Taxas de respiração específica de células de 
Ensaio 
1 
2 
3 
4 
onde : 
Acetobacter aceti CCT 1724, em meio de incubação a 
30°C, livres e imobilizadas em dí:fer<mtes géis de 
k-carragena. 
Concentração R o Condições 2 
de de C Redução no percentual 
k-Carragena Geli:ficação de saturação * min 
-i 
* 
(~.() 
-· de células secas) rr:>;~ 
c = 1 'o M 
3 KCl 10,15 * 10- 2 
tg = 10 mín 
c = 0,1 M 
3 KCl 9,99 * 10- 2 
tg = 20 h 
c = 1. o M 
4,5 KCl 9,25 10- 2 
* tg = 10 mín 
Células 
- 11,10 Livres * 
10- 2 
c 
J<Cl 
Concentração de KCl na solução geli:ficante. 
R o 
2 
- Taxa de respiração especifica em meio de incubação, o a 30 C. 
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rnicrobiana foi muito baixa se comparada à de células livres nas 
mesmas condições. A máxima diíerença ob~ida íoi de 17 Y. para o gel 
conlendo 4,5 ~~ de polimero. 
Estas reduções, no entanto, podem ser devi das tanto aos 
problemas de dilusão do oxigênio discutidos anteriormente, como ao 
efei ~o dele~érico do processo de imobilização sobre os 
microrganismos, pois a exposição das células a soluções aquosas 
con~endo elevadas concen~rações de clore~o de po~ássio, mesmo que 
por períodos cur~os, afe~a significa~ivamen~e a ~axa de respiração 
mi crobi ana. E:>..rper i mental mente, observou-se uma redução de 42 ~-~ na 
taxa de consumo de oxigênio por células livres em solução aquosa 
de KCl a 1,0 M, quando comparada à respiração de células suspensas 
em água des~ilada, nas mesmas condições. Es~a redução, no en~an~o. 
pode ser ~ambém devida ao decréscimo no nivel de oxigênio 
disponivel para as células na solução con~endo clore~o de 
po~ássio, pois a solubilidade do oxigênio em soluções a 1,0 M em 
KCl é de apenas 74 Y. da ob~ida em água des~ilada [ 28 l. 
Os resul~ados experimen~ais ob~idos nes~e ~rabalho discordam 
dos alcançados por Sco~~ e colaboradores [ 28 l, que observaram 
decréscimos superiores .a 60 % na t.ax.a de consumo de oxigênio por 
células imobilizadas em relação a células livres de Streptomyces 
c l..avul. i8erus. sendo que esta reducão era mais acentuada quanto 
maior a concen~ração de k-carragena utilizada. 
4.4. Tes~es do Sís~ema de Fermen~ação em Biorrea~ores 
Nes~es ensaios, ut,i 1 i zou-se a i ns:~al ação exper i men~al e as 
condições descri~as no capi~ulo de "Ma~eriais e Mé~odos" des:t.e 
~rabal ho. 
4.4.1. Fermen~acões com células livres 
Com a finalidade de se ~es~ar a in:fluência da pressão parcial 
de oxigênio na corren~e gasosa no processo :fermen~at.ivo, 
inoculou-se dois biorrea~ores de geome~ria cilindrico-cônica e um 
írasco erlenmeyer com cul~uras crescidas de Acetobacter aceti CCT 
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1724. 
Os r-esul t.ados dest-as ferment.ações podem ser observados na 
Figura 36. Apesar do número restrito de pontos, as tendências de 
comport.ament.o indicam que a aeração com ar at.mosférico conduz a 
melhores resulLados que a com oxigênio puro. Um dos possí veí s 
motivos para as baixas conversões de etanol alcançadas no 
biorreat.or aliment.ado com oxi:;;ênio puro é a oxidação total do 
ácido acético produzido a gás carbônico e água, através do próprio 
met.abol i smo celular, uma vez que a taxa de e·..rapor ação do elanol 
é bastante elevada, f'azendo com que sua concentração no meio de 
cultura seja reduzida. Nestas condições, o ácido acético 
provavelmente seria utilizado como !onte de carbono, substituindo 
o etanol. 
4.4.2. Fermentações com células imobilizadas 
Experimentos preliminares envolvendo células de Acetobacte:r 
aceti CCT 0190, Acetobacte:r pasteu:rianus CCT 1706 e Acetobacte:r 
aceti CCT 1724 imobilizadas em matrizes de k-carragena Sigma, e 
conduzidos segundo as condições propostas por Osuga e 
colaboradores [9), não conduziram a resultados sat..is!atórios, pois 
não se observou turvação alguma do meio de incubação durante os 
ensaios, caract.erizando pouco cresciment.o celular, além do fato de 
se obter, no máximo, 5 ~,..; de conversão de et.anol a ácido acét..ico. 
mesmo após 15 dias de !ermentação contínua. Desta maneira, 
concluiu-se que tanto a ordem de grandeza do inóculo (105 urc/ml) 
como o próprio processo de imobilização celular contribuíram para 
estes result.ados, fazendo-se mist.er estudá-los melhor. 
A imobilização de células de Acetobacte:r aceti CCT 1724 em 
matrizes de k-carragena de marca Hércules do Brasil. para inóculos 
de ordem de grandeza superior a ufc/ml, por outro lado, 
conduziu a resultados bast-ant-e razoáveis para f'ermentac:ões em 
frascos agitados, como citado em outras partes deste trabalho. Com 
base nestas observações, conduzi u-se uma rerment.ação descontínua 
em biorreator, nas condições descritas no item 3.8.13.2 do 
capitulo de "Materiais e Métodos", com células de Acetobacte:r 
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Figura 36 - Variação da conversão de e~anol com o ~empo para 
fermen~ações com células de Acetobacter aceti CCT 1724 
livres, em biorrea~ores nas seguin~es condições : 
vazão de alimen~ação de oxigênio ou de ar a~mosférico: 
igual a 230 ml/min e ~empera~ura de 34°C, e em frascos 
agi~ados, a 180 rpm e 0 34 C. 
7 inicial : 3*10 ufc/ml. 
Concen~ração celular 
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acet i CCT 1724 i mobi 1 i zadas em géi s tendo k-carragena de ma1 ::a 
Hércules do Brasil em sua composição, aguardando-se que o processo 
de desprendimento de células da matriz tivesse início, de acordo 
com o procedimento adotado por Sun e Furusaki [10J. Este período 
de incubaçõ no gel durou 183 horas, sendo considerado muit.o longo. 
A par~ir deste momento, alimentou-se continuamente o sistema com o 
meio de produçãot por 60 horas, não se observando, no entant.o, 
conversão apreciável de et.anol durante este período~ como indica a 
Figura 37. 
Durante o longo período de incubação, observou-se grande 
evaporação do meio de cultura, com conseqUente evaporação do 
etanol, e negligível turvação do meio, provavelmente pela escassez 
de água, componente essencial à reprodução e desenvolvimento das 
atividades celulares. Embora o meio de produção f'osse suprido 
continuamente após este período, provavelmente as células estavam 
por demais esgotadas para retomar prontamente suas atividades. 
Os últ.imos ensaios realizados em biorreatores, cujas 
condições experimentais são citadas no item 3.8.13.2 do capítulo 
de "Materiais e Métodos" deste trabalho, conduziram aos resultados 
expressos pelas Figuras 38 a 41. 
A liberação de células do gel f'ez-se 
após cerca de 65 horas de incubação, como 
presente 
se pode 
neste ensaio 
observar na 
Figura 38. Este período está dentro da f'aixa sugerida por Sun e 
Furusaki [10), de aproxirr~damente 2 a 4 dias. 
A análise da variação da concentração de glicose com o tempo 
para estas duas ~ermentações indica que a sua taxa de consumo é 
mais elevada para o sistema com microrganismos imobilizados, 
depois de verif'icada a liberação das 
indicado pela Figura 39. 
partículas do gel, como 
Embora a evaporação dos componentes do meio de incubação 
tenha diminuído, a taxa de perda de etanol continuou bastante 
elevada, como sugerido pela Figura 40, apesar da presença do 
condensador. É indicada, então, a utilização de um umidif'icador, a 
fim de que os gases já entrem saturados no reator. 
As conversões de etanol a ácido acético, nos períodos finais 
da fermen~acão. foram um pouco mais elevadas para as células 
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Figura 37 - Variação das concent-rações de et.anol e de ácido 
acét.ico durant-e ferment-ações com células de 
Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas em mat-rizes de 
k-carragena a 4t3 %, em biorrea~or, nas seguintes 
condições : t-emperat-ura de 3o·c, vazão de aliment-ação 
de oxigênio de 230 ml /mi n, volume 
Concent-ração do in6culo celular : 
de reação de 150 
7 2,8*10 u:fc/ml. 
ml. 
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Figura 38 - Variação da concentração de células suspensas no meio 
de cul~ura com o t.empo para ferment.ações em 
biorreat.ores com células livres e imobilizadas em 
maLriz de k-carragena a 3,6 %. Condições dos ensaios: 
vazão de entrada de ar = 307 ml/min, t.emperat.ura de 
30°C, volume de reação de 200 ml, concent.ração do 
in6culo celular : 3~107 ufc/ml. 
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Figura 39 - Variação da concent-ração de glicose no meio de cult-ivo 
com o tempo para ~ermentações em biorreatores com 
células livres e imobilizadas em mat.riz cont-endo 3,6 % 
de k-carragena. Condições experiment-ais : vazão de 
ent-rada de ar de 307 ml/mln, t.emperat.ura de 3o·c, 
volume de reação de 200 ml, concent-ração do inóculo 
7 
celular : 3*1 O uf c/ml . 
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Figura 40 - Variação da concen~ração de e~anol no meio de cul~ura 
com o ~empo para fermen~ações em biorrea~ores com 
células livres e imobilizadas em ma~riz conLendo 3,6 % 
de k-carragena. Condições experimen~ais : vazão de 
alimen~ação de ar = 307 ml/min, ~empera~ura de 3o"c, 
volume de reação de 200 ml, concen~ração do in6culo 
7 
celular : 3*10 ufc/ml. 
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Figura 41 - Variação da concentração de ácido acét.ico no meio 
de cult.ura com o t-empo para fermentações em 
biorreat.ores com células livres e imobilizadas em 
mat.riz contendo 3.6 % de k-carragena. Condições 
experiment-ais : vazão de ent-rada de ar = 307 ml/min, 
t-emperatura de 30·c. volume de reação de 200 ml, 
concentração do in6culo celular : 3*107 urc/ml. 
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livres~ como se pode cons~atar na Figura 41. No ent..ant.o, para 
sist.emas que cont.em com o suprimento contínuo de meio de cult..ivo, 
a ut-ilização de células imobilizadas t-rará maiores vant-agens, 
desde que sejam respeit-adas as condições minimas de sobrevivência 
destes organismos. 
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CAPÍTULO 5 
CONCLUSõES E SUGESTõES 
5.1. Conclusões 
- A sistemática desenvolvida para a preparação de inóculo com 
concEmtração celular superior a 107 ufc/ml, e em tempo reduzido, 
mostrou-se bastante reprodutível. 
- A ordem de grandeza da concentração do inóculo celular é muito 
importante em f'ermentações acéticas, sobretudo com células 
imobi 1 izadas, influenciando fortemente variáveis como a ·ext.ensão 
' das fases de adaptação de crescimento celular e de produção de 
ácido acéti co. 
Todas as quatro 1 i nhagens testadas de células do gênero 
Acetobacter foram capazes de oxidar eficientemente o etanol 
contido no meio de incubação a ácido acético. A linhagem CCT 1724, 
no ent.ant.o. permaneceu~ na segunda f'ase l ogar í tmi c a de 
crescimento, em sua t.axa especif'ica máxima de produção de ácido 
acético durante um intervalo de tempo mais prolongado, resultando 
em maior rendimento global para esta cepa. 
- A produção de ácido acético por células de Acetobacter aceti 
CCT 1724 em meio de incubação é fortemente inibida por 
concen~racões de et.anol. ácido acético e cloreto de cálcio 
superiores a 34,1 g/l, 8,3 g/l e 1,5 g/l, respectivamente, sendo 
pouco inibida pela presença de cloreto de potássio. 
Em sistemas envolvendo células imobilizadas, a produção de 
ácido acético f'oi resultante da contribuição simultânea de 
microrganismos livres e imobilizados. 
- Tanto a natureza do gel como a estrutura da matriz do suporte, 
result.ant.es das condições de imobilização 
fundamental importância na atividade 
celular, são 
e desempenho 
de 
do 
biocat.alisador no processo, af'et.ando substancialmente os perf'is de 
ap[tulo 5 
crescimen~o bac~eriano e de produção de ácido acé~ico. 
- A carac~erização de lei~os cons~i~uidos por par~ículas de géis 
hidro:fílicos propicia a avaliação da in:fluência das variáveis de 
preparação da ma~riz na es'lrutura porosa dos suportes pertencentes 
a esta classe de maneira satislatória. 
A matriz de suporte mais adequada para a imobilização de 
células de Acetobacter aceti CCT 1724 :foi a de k-carragena, por 
proporcionar o melhor crescimento deste microrganismo. 
- As condições de imobilização devem ser de:finidas ~endo-se em 
vist-a variáveis como o crescimento celular no gel, desprendimento 
de células da ma~riz, 
bioca~alisador. 
a~ividade microbiana e es~abilidade do 
Nes~e ~r abal h o cobri u-se uma ampla :faixa de condições de 
iJ 
preparação do bioca~alisador, conseguindo-se reduzi-la para as 
condições mais :favoráveis ao desempenho das células de Acetobacter 
aceti CCT 1724 imobilizadas em gel de k-carragena. 
- Os resul~ados experimen~ais mos~raram que os maiores niveis de 
re~enção de células no gel e de rendimen~o global de ácido acé~ico 
C Y ) si ~uaram-se en~re os 
P/X e>..~ remos das condições de 
geli:ficação (1,0 Me 0,1 M em KCl). Es~as condições corresponderam 
a permeabilidades em ~orno de 2,5*10-11 2 m. A melhor 
concentrações de polímero situou-se entre 3 e 4 %, 
concen~ração de 0,5 M de agen~e geli:fican~e. 
:faixa de 
para a 
- As Laxas máximas de respiração celular são pouco a:fe~adas pelo 
processo de imobilização. 
O sis~ema de fermen~ação em biorrea~or de lei~o fluidizado 
~ri:fásico não-convencional mos~rou-se adequado para a operação com 
células imobilizadas em géis hidrofilicos. Es~e ~ipo de reaLor 
oferece a possibilidade de ob~enção de elevadas ~axas de 
~ransferência de oxigênio, sendo promissor para a fermen~ação 
acética. A excessiva evaporação do etanol, no entanto, 
cons~i ~ui u-se em um problema que deve ser adequadamen~e 
con~ornado. 
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Para dar continuidade aos estudos realizados neste trabalhot 
sugere-se 
- A ap l i cação de t-écnicas de programação esicaicísicica de 
e>..-periment.os para a otimização de um biocat.alisador aplicável a 
p:ocessos con"línuost embora as melhores condições de preparação do 
t·ocaicalisador esicejam resicriicas a uma esicreiica raixa. 
- O aperfeiçoamenico da icécnica de avaliação da esicruicura porosa 
do biocaicalisador at-ravés de medidas da permeabilidade de leit-os 
de géis. 
- A realização de experiment-os para a verificação do desempenho 
de biocaicalisadores que apresent-em a mesma permeabilidade, porém 
preparados em condições disicinicas. 
- Cont-ornar o problema de evaporação excesiva do eicanol aicravés 
de um umidificador dos gases de alimenicação, de um sist.ema de 
condensação mais pot-ent-e na saida do reat-or e da insicalação de um 
distribuidor de gases mais eficient-e, de forma que se possa 
icrabalhar a menores vazões de gás. 
A realização de um est-udo aprofundado da icransferência de 
oxigênio no reaicor, garant-indo o seu supriment-o de maneira 
e:ficienle para células e-st.ritament.e aeróbicas~ como é o caso do 
Acetobac ter. 
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ANEXO A 
DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE GLICOSE 
A determinação da concentração de glicose foi realizada pelo 
método colori métrico de Somogyi [ 15). 
O mét.odo de Somogyi emprega t.rês soluções de reagentes, a 
saber : 
- Solução 1 
NaHCO 20 g 
" NaKC H O 15 g 
7 .. 6 
Na CO 30 g 
2 
" Na SO 180 g 
2 .. 
H O q. S. p. 1 1 
2 
Solução 2 
Em 100 ml de solução a 40 g/1 de CuSO 
.. 
frio, 46 g de Na SO . Completa -se o volume 
2 .. 
destilada. 
- Solução 3 
CNH ) Mo O * 4H o 50 g 
.. 6 7 24 2 
H SO c d = 1,84 ) 42 ml 
2 .. 
Na HAsO .. 7H O 6 g 
2 .. 2 
H O q. S. p. 1 1 
2 
* 6H O,dissolve-se, a 
2 
par a 200 ml com água 
A dosagem foi feita trans:ferindo-se 1 ml da amost.ra 
convenientemente diluída e :filtrada com membrana com abertura de 
0,22 1-1m para um tubo de ensaio. Misturou-se, separadamente, 4 
porções da solução 1 para uma parte da solução 2. Adicionou-se 
1 ml desta solução em cada tubo com amostra e ferveu-se por 15 
minutos. Resfriou-se à temperatura ambiente, em uma cuba com água, 
e adicionou-se 2 ml da solução 3 em cada tubo de ensaio. 
Agitou-se, para que ocorresse a liberação de gases e completou-se 
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o volume para 25 ml, em proveta. Uma prova em branco era preparada 
paralelamente, utilizando-se 1 ml de água destilada ao invés de 
amos'lra. Fazia-se ent.ão a leitura da absorbância da solução em 
espectrof'otômetro, a um comprimento de onda de 570 nm, onde o 
valor zero da escala era ref'erente à leitura da prova em branco. 
A calibração das soluções reagentes Íoi Íeita previamente, a 
partir de soluções de glicose diluídas em água destilada, cujas 
faixas de concentração procuravam cubrir aquela onde o mét.odo é 
aplicável, ou seja, de 20 a 200 mg/1. 
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ANEXO B 
DETERMINACÃO DA MASSA CELULAR SECA 
A turvação que apresenta um tubo de ensaio contendo uma 
cultura em crescimento é provocada pela absorção ou reflexão da 
1 uz. sendo, proporei onal à concentração de 
células presentes na suspensão. 
A relação en~re a massa seca celulai e a absorbância para os 
si sterr.as estudados :foi estabelecida segundo a seqUência de 
procedimentos descrita a seguir. 
Um volume de 20 ml de inóculG celular obtido de acordo com o 
procedimento D citado neste trabalho :foi adicionado a 80 ml de 
meio de incubação. A suspensão resultante :foi dividida em dois 
:frascos erlenmeyers de 250 m1 de capacidade, os quais :foram 
incubados em mesa rotativa a 200 rpm e 30"c, por 48 horas. 
Após este periodo, um volume total conhecido da cultura 
obtida :foi :filtrado, através de uma membrana Millipore de massa 
determinada previamente e de abertura igual a 0,22 ~m. sob vácuo 
de 25 in Hg. 
A tor la r esultanle :f oi 1 a v a da com igual volume de solução 
aquosa de NaCl a O, 23 % C m/v) , e com o mesmo volume em água 
destilada. A membrana :foi, então, o posta a secar em eslu:fa a 110 C, 
por 12 horas, e res:friada em dessecador por 12 horas. Após este 
periodo, e:feluou-se a pesagem repelindo-se a etapa de secagem e 
res:friamento em dessecador até que se alcançasse peso constante. 
Paralelament.e, det-erminou-se a perda de massa de uma membrana 
~.rirgem nas mesmas condições: e comparou-se com a do sist.em.a 
envolvendo células secas. 
Uma parcela da suspensão celular idêntica à submetida a este 
tratamento :foi s:eqUencialmenle dilui da e a abs:orbância das 
amostras: :foi lida em especlro:folômetro, a um comprimento de onda 
de 600 nm. Desta :forma, relacionou-se massa celular seca com 
valores de absorbância. 
Figura A1 
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Figura A2 - Variação das taxas especificas de produção de ácido 
acético com o tempo para cultivo de Acetobacter 
pasteurianus CCT 1706 em frasco, a 180 rpm e 3o·c. 
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Figura A3 - Variação das ~axas especi~icas de produção de ácido 
acé~ico com o ~empo para cultivo de Acetobacter aceti 
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acético com o tempo para cultivo de Acetobacter sp . 
• CCT 2013 em ~rasco. a 180 rpm e 30 C. 
60.0 
50.0 
.---
~ 
-
-g 40.0 
<!! 
..., 
l;,;j 
<l.l 
; "O 30.0 
o 
llll 
00 
"" <ll ~ 20.0 
o 
() 
tO.O 
0.0 
o 
" Concentração de Polímero 3,63 '}[ 
• Concentração de Polímero 4, 71 '}[ 
0 Células Livres 
20 40 60 80 
Tempo de Fermentação 
100 
(h) 
Anexo C - 134 
120 
Figura AS - Inrluência da concentração de polímero na conversão de 
etanol a ácido acético por células de A. aceti CCT 
1724 imobilizadas em géis de carragena, utilizando-se 
concentrações de KCl de 1,0 Me tempos de gelificacão 
de 
200 
1 O mi n. Ferment-ações 
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Figura A6 - In~luência da concenLração de polimero na conversão de 
e~anol a ácido acé~ico por células de A. acet i CCT 
1724 imobilizadas em géis de carragena, u~ilizando-se 
concen~racões de KCl de 1,0 Me ~empos de gelificacão 
de 60 min. Fermentações conduzidas em frascos, a 
• ZOO rpm e 30 C. 
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Figura A7 - Influência da concen~ração de polímero na conversão de 
etanol a ácido acético por células de A. aceti CCT 
1724 imobilizadas em géis de carragena, utilizando-se 
concentrações de KCl de 0,10 M e tempos de geliricação 
de 14 h. Fermentações conduzidas em 
200 rpm e 3o"c. 
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Figura A8 - Influência da concentração de polímero na conversão de 
etanol a ácido acético por células de A. a.cet i CCT 
1724 imobilizadas em géis de carragena, utilizando-se 
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Figura A9 - Iníluência do tempo de geliíicacão na conversão de 
etanol por células de A. aceti CCT 1724 imobilizadas 
em géis contendo 4,71 % de carragena, utilizando-se 
soluções de KCl de concentração 1,0 M. Fermentações 
• conduzidas em írascos, a 200 rpm e 30 C. 
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Figura AlO - Influência do Lempo de geliíicação na conversão de 
eLanol por células de A. aceti CCT 1724 imobilizadas 
em géis conLendo 4,71 Y. de carragena, utilizando-se 
soluções de KCl de concenLração 0,10 M. Fermentações 
conduzidas em frascos, a 200 rpm e 3o·c. 
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Fig,,...,. A11 - In:fluência do t.empo de geli:ficação na conversão de 
et.anol por células de A. aceti CCT 1724 imobilizadas 
em géis cont.endo 3,63 % de carragena, ut.ilizando-se 
soluções de KCl de concentração 1,0 M. Fermentações 
conduzidas em :frascos, a 200 rpm e 30°C. 
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Figura A12 - In~luência do Lempo de geli~icação na conversão de 
eLanol por células de A. aceti CCT 1724 imobilizadas 
em géis conLendo 3,63 % de carragena, ULilizando-se 
soluções de KCl de concenLração 0,10 M. FermenLações 
conduzidas em ~rascos, a 200 rpm e 3o·c. 
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Figura A13 - In1luência do volume de particulas de gel no per1il 
de queda de pressão do sistema. Concentração de 
carragena : 2,13 %; concen~ração de KCl 1,0 M· 
• 
tempo de geli1icação : 10 minutos; vazão da solução 
de sacarose : 16,13 ml/s. 
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Figura A14 - In~luência da concentração de sacarose no per~il de 
queda de pressão do sist..ema. Concentração de 
carragena : 4,25 %; concentração de KCl 1. o M· 
• 
tempo de gelificação : 10 minutos; vazão da solução 
de sacarose : 16,13 ml/s; porosidade do leito : 0,24. 
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Figura A15 - In~luência da vazão de operação na de~ormação do 
lei~o. Concen~ração de polimero: 2,13 X; concen~ração 
de KCl : 1,0 M; ~empo de geli~icação ISO mi nu~ os; 
concentração de sacarose : 10 g/1; porosidade : 0,24. 
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Figura A16 - Perfis de queda de pressão obtidos para sistemas com 
géis de carragena, pectina e alginato de cálcio. 
Condições de preparação dos géis concentração de 
polímero de 4,25 % Cm/v) para o carragena e a pectina 
e de 2,13 % Cm/v) para o alginato; concentração de 
gelíficante de 1,0 M; tempo de gelificação de 10 min. 
Porosidade do leito 0,24. Vazão da solução de 
sacarose a 1,5 % (m/v) : 16,13 ml./s. 
Anexo C - 145 
7000.-------------------------------------~ 
6000 
~ 
"' s 
'-... 
;2; 5000 
-
o 
><d 
00 
00 
::: 4000 
0.. 
(!) 
"Cl o 
~ 3000 
(!) 
:::1 
a 
2000 
o 50 
0 Presenca de Células 
"'- Ausência de Células 
100 
Tempo (min) 
150 200 
Figura A17 -Perfis de queda de pressão para sistemas com 
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Condições de operação e preparação dos 
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Figura A18 - Influência da presença de meio de cul~ura na solução 
de gelificação no perfil de queda de pressão do 
sis~ema. Condições de preparação 
concentração de carragena = 4,26 
dos 
~· •• 
géis 
~empo de 
gelificação = 10 min; concen~ração de KCl = 1,0 M. 
Porosidade do lei~o : 0,24. Vazão da solução de 
sacarose a 1,5 % Cm/v) : 16,1:3 ml/s. 
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Figura A19 - In~luência do tempo de geli~icação no per~il de queda 
de pressão do sistema, para geli~icação em solução de 
KCl a 1,0 M de matrizes contendo 4,25% Cm/v) de 
carragena. Porosidade do leito 
solução de sacar os e a 1 , 5 % C m/v) 
0,24. Vazão da 
16,13 ml/s. 
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Figura AZO - Inrluência do tempo de geliricação no perril de queda 
de pressão do sistema, para geliricação em solução de 
KCl a 0,1 M de matrizes contendo 4,25 % Crn/v) de 
carragena. Porosidade do leito 
solução de sacarose a 1.5 ~ Cm/v) 
0,24. Vazão da 
16,13 rnl/s. 
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Figura A21 - Inf'luência da concent.racão de carragena no perf'il de 
queda de pressão do sist.emat para mat.rizes 
gelificadas em solução de KCl a 1,0 M, por 10 min. 
Porosidade do lei t.o 0,24. Vazão da solução de 
sacarose a 1,5 % : 16,13 ml/s. 
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ANEXO D 
As lotomicrografias apresen~adas neste trabalho loram obtidas 
em microscópio ótico modelo M150~ de marca Reichert-Jung, acoplado 
ao sistema fotográficO automático Photostart da mesma marca. 
As partículas de gel foram submetidas à presença do corante 
safranina por 20 segundos, após o que foram lavadas com água 
destilada para a r-emoção do excesso. Est.e procediment.o, 
desenvolvido por Paz [48), acentuou o contraste existente entre as 
matrizes de gel e as colônias, facilitando sua observação. 
A foto envolvendo colônias crescidas na superlfcie de meio de 
manutenção 1oi obtida em microscópio estereoscópico Olympus, 
modelo SZ-TR-BR-SIT. 
,, 
Figura F1 
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Mor1ologia de células livres de Acetobacter aceti CCT 
1724, submetidas à coloração de Gram, após 90 horas de 
cultivo em 1rasco agitado, em meio de incubação, a 
30"c e 200 rpm. Aumento : 1130 vezes. 
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Figura F2 - Morrologia das colônias rormadas com o crescimen~o de 
células de Acetobacter aceti CCT 1724, em meio de 
manu~enção, ap6s 90 horas de incubação es~ável em 
es~ura a 3o·c. Aurren~o : 25 vezes. 
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Figura F3 - CrescimenLo de células de Acetobacter aceti CCT 1724 
na superfície de uma parLícula de carragena conLendo 
4,25 % de polímero e gelificada em solução de KCl a 
0,6 M por duas horas, após incubação 
o 
a 200 rpm, a 30 C, por go horas. 
i nócul o : 1*1 0 8 ufc/ml . AumenLo : 113 
em frasco agiLado 
ConcenLração do 
vezes. 
Figura F4 -Células de Acetobacter aceti CCT 1724 
CorLe Lransversal de uma parLícula de 
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i mobi 1 i zadas. 
gel conLendo 
4,24 %em carragena, geli~icada em solução de KCl a 
0.5 M por duas horas. e incubada por 90 horas em 
~r asco agi Lado. DeLalhe da presença de colônias 
desigualmenLe disLribuídas enLre a região peri~érica e 
o cenLro da partícula. Concentração do inóculo 
1*108 u~c/ml. Aumento : 113 vezes. 
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Figura F5 - Células de Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas. 
Destaque das colônias presentes na região perirérica 
de uma partícula de gel de carragena a 4,25 %, 
geliricada em solução de KCl a 0,5 M por duas horas. 
Foto obtida após 90 horas de crescimento em meio de 
incubação contido em rrasco, sob agitação de 200 rpm e 
a 30"c. Aumento : 1130 vezes. 
